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INTRODUCCIÓN
Y
JUSTIFICACIÓN
9J¿.44cs4Ss
__________________________________________ fi— 7
i40 cíe los documentos más antiguos conocidos sobre el uso rned “mal de Las plan - - el
Papiro de Ebers, descubierto en 1872. donde se menciona 6 exLfrnc ‘ide herbor*st en el
antiguo Egipto Desde entonces y hasta nue tras días, mucho han ido los aut nc. que te n
descrito en sus obras remedios y tratamientos vt’qetah-.: para la cura són de d’stmtis “rxf”’rn
dades Entre ellos se podria destacar a f-Iipócrates, corírxxlo ~ ¡ri~> ~Padrede l~~i NIaL--mt’ y
Dioscórides, que cnunwró en su tratado “Niatería Médica ini.’ d qu r ‘mLa-~ drog& O r ~-
veqetal. descnbíendo el empleo terapeutlco de much - d eh AA
Lis plantas, por tanto, fucrorí siempre el eje mayor cl - u ~1a.La - t rapeútíca- - cuya rsque ‘a
se basa principalmente en la diversidad (Fleurentin, j <1 al 1990), pidiéndo ayi’t ar a todo
tipo de dolencias de forma extensa y dilatada en el tiempo
[fiKdCque en 1828 Wóhler consiguió la sinte -i artifictal da la urea. los y ~getdes, cc st.>
remedio medicinal, pasaron a un segundo plano, ini ¡ úsclo:e La pr’. h t¿ ¡¿rl y - ‘nk-- 1 55
tandas farmacologicamente activas, algunas d las cueíles - on obtensk a partir d pnncspvs’
extraídos de plantas.
¡‘hoy en diii se está produciendo tina vuelta a la ut¡hzauc de p¿anta mal ;¡ml ‘‘ en la
atención primaria de salud; esto viene propiciado por el rápIdo desarrollo de las técnicas de
análisis que permiten el aislamiento y caracterIzación de su - pm ‘ipios actí~vs, a. com por
la constatación de sus actividades a nivel experimental en anTria ‘~v de Lab< ratono
La utilizaciónde plantas para la eluddación estructural de compuestos Iarmacologícamentc
activos, desconocidos hasta ahora, es una necesidad y no un lujo para 1 tratan’ rito tanto d.
alteraciones leves como de determinadas afecciones crónica (Res Pan mento Europeo, A2
90/87).
tino de los grupos de plantas cuyo uso popular está rná difundIdo. cn Lis denominad-a
manzanillas. Se agrupan bajo esta denominación plantas de d ferentes g meros de Li 1am ida
las Compuestas, reconocidas algunas de ellas como especies oW¡naLs y otras con’u, e peas
adulterantes.
La Farmacopea Oficial Española, en su novena edición (1953). rtcole corn Á ‘snahs
sólo tres especies
• Chamomlllae flo.s, manzanilla ordinaria común o de Araqón, formada por
cabeztwlas desecadas de Matricaria camcrní¡Ihí 1-’,
* Chamomlllae eximía fEos. manzanilla fina, formada por c’ bandas (Xtitu a
Élt4 reja U
• Chumomiltae~ rnmanae lbs, manzanilla mt imana. noble, inglesa o (It la ISfi k’rína
da por las c~ibezu ‘las de Anttíemis nob¡hs U
fi ‘fi ~ ‘fi—-
II- —--------~- -----fi- fiS~
5-sí er rs o, Li o v”rtdad en-- 7 ¿a >xs fnt en r tro par hace que existan al
merí, 91’. -‘ .pASd~I 1’~~ ~f,A»t rí potEs fl “<jst ter’ r. como especies oh Anal s, además do
it A?, irtlflfiA va it’. (Rse’ Gcck’ - 5 19~i9. [Mjo. St ci of 1985)
E. •tt- iifi’t - MitrE ‘dti’i ChCiftAtAJflif toe (wn (Yhamoniilki r cutíto U.) Cotufa aurea
(swí. ChomarniUa ws’-o- o Lodo y Antbmííu no’ U- (“vn. Ch.cmneme!Iurn nobife U.)
Upe -se u ti ‘¿ ‘ - - Arte u 5511 qronot 9-A lfi Bos Chamon-uí¡ia suaueo!eus Rydb,
Sin molino ob~’o-n~fo’ Ex’ s’ei - (f-ar r ASXlrrMtU-m tuucaturn B’rot. &rntohr¡a chorncwcyporis-sus
U. (*51/les ~ImpkA4 s.l—kb. hú. sí sí fiSt AA? hqs U
E:; :vi±ti 1-It ‘‘un ~ntN - u fotuku U, Arítherni~ n’uírEttrna U., Aríthernts tuberculata
Bu es <‘te, di wmer sin rutsturn U SsmtoPín-sí rcnrrnrínífibí-s 1’ ( -su amplo), Ana -vc¡us
ti, - í u A ISA 1-49 SEi pe o u L. <‘otuh’í ccn-r=pifrdv¡I~ ¡Al 1” nacctum porthenlfirn 1
El ~n, <mt j> ¿ 9-, ¡u ‘~ “seas especies cc-mo y s ha Ríva’ (3<xlay cmi 1959,
has» cse -fi’ tE> ti E’ se ‘n A,S 1 Al ~l AlAS ‘ dar A-lASa cdl; CIJA? usuetra 1am ícopÉa
rs-fas-A 4itun ti q~: ISA? 0 kiAt,AVSAS r -‘un> tríen ‘ ‘mt,: s. pr XCI’’ a Madrid es laSanto/ina
31/-sir- fi ~~íla Ewae’ - mus’ ví Fn xánsc’o it -ks <‘oir ~Mar-inris de C#red’xs, por su loca-
It--son “ ‘a-> pv it fififll5fl ‘haSserrt ‘í- r< esE nl- ;‘icr”eenlaSierradefl*Iar
Los ‘sEt íei¿ - ‘vis>’ E suar sí 0 ‘~ it G it ‘í se: u rm1/=/apr ciado , mu meducina tradício’
¡vsi, ¡sim -sus p-ttfp-Aask ¿it li’At’:t’ ‘-<5 . “45 a y Sin - ST ‘ítí’rAx - ritlose para triuuur idcera-,
pIl’fi9”’25’A.95 f’ÚA?NAlEA(091 E -o’ 9 0 l- DPi
En el fl9AllCO de 541 < ~‘e-I ti de mv’ ~“t~~órí obra ~Ai 1 rntento de principios
a10t151’dl-v1/4tA114,v74it4A de ves ‘~~s ‘ - - -me r ‘ándísa en rnieetro Departamento desde
9nA’Qrp4¿ii5-4SAO del ¡fifi O ‘ Vi la 0> a de E un’ , s induje los estudios sobre
Ssv’ítol f<9’-54 ob&n’ua» ol Aa ‘-> ¡SÉ ru~’ i.
Ir- u - u > ‘tosí ‘ - ‘ qn ‘usUfiqueru
‘Alt 115419 ~¡$~V’ A ¼oAAIIY’V U ese ‘- - nc eA <es ‘ respcun blesdedicha
1 ¿‘si ““mr---- d,fi1e. 1/si ‘md, ps’:bh ‘can- mo c 7xs
Li ii’i4CtAAA A <13<11 A?itpslV’ AA’’4A4 i “stis’ ~ ‘~.‘ AA 119 psi a de~ rs>err ovAn ÍátirrnacoiÉscp¡::a jhs
Ea ry”,=y»r’yt’sNi ‘i9A1tSl LAS’» riscdtA ,x941’>rf re¿s3<,rada pssu r’ut’>A&stnS al Jti’A4AdA?k? dit’ ¿Ir-EmItAS it’,ti>¿’ >sh:i
A?- 1 ~ ><¿l~# í3«’~#,’t’~, A>5’.’A, Li -‘utjA,tsiuiAttn*&~tit’vi 94,’- Ufl ¿I e-rSE>’ AS’d it S91t11A<I. 9tÑtIVAititi? Si i.fihi’139
414.5
,,A? 11> 115>f’ ‘A fi ‘ L.Ati’9 .5%’t4R1’LtAi? II 94’.jA{ ‘9< .3.”f’~ ~954lA41.A/’» ii.~ tId:íA¿.í’ tVE u por Mszusbsu’ma. Y sito ‘s/ ‘~ í 19/2
»¿Il ¡u SAS 9 ‘5 A -:l1rv=t$s-.VAl 8’~ f441/tlA ,9Yiti.’f¡Aitf1i’f’91/ltS{. 4-5
1 A 11 4 4 rfifiitf$’fii ‘tu A ‘tele-y f 1<5111 l ‘t’ AA> 3’15 t”’sj=4AS‘A Alfil tí ‘d,~í ‘i~’ir <‘Kl ¡¿1’9Ñ’14kf ~9í. 1<9 41 tn
44~ 9-1 ÉIAVEIIJA.9s de
~1iA<AlA’14 <9 Ale 1/ A 1 45lAfifi~F1><’)A.A.1 A~Id ÉIAA ¡1/ ALfA Síí fi4>FA’l “4‘“4r f>~}f 44414 I554’5fi41 A AL’4AttA(4 s~ (vii, >b3etct
fi 1’Afl’”A ‘fil’ AA ~,A -.1/AA A ‘1’ A’AAk t’>Afi’1 f i.r~ ‘s, 5» ‘ A Ii, A A? A,AAlAd’4 A “49V f pÉ.ff11titKi4.) dV! ¡AlAS >911k,> <14,’
14 ¿r114A44fi<fiAA’ fi’~A Of 9 -‘l’~l 4 l~tfij9 5~í?4 4 ¡~ 9<94 C’td’AEIA’ ~íLi artntss por ¿Al4,14,¡ti1VdulIt-
it 44-” 4 e A’ ‘A-Al f/’Ifif YA fi ‘094 A A ‘(<9 r A. Ai’\ 9VAAAl’s”, 144 A1’f4’l (‘49515 55155 F~El Ltb{’,t,iti.í ¡U ;“~ s le
“‘‘U’-> A ‘4 1 11 9 11,9/ fi fi >M/4 1 ~~í¡’i >4-ss 9h44 ¡“AA Li ‘ts,1 4ffi’IAI’drA¿I t’A.i’A’IAA ‘4 ¡51-44 IAAII4.C¡J!l5<k? ~ U
íí 9 “ u - (9 VVfit ti —‘‘ ‘fi 1
4PsiuE t’’>-t, ~“ 5’”S-A4 ¡‘4,514 4A2’At1/A.l’l sá’ns’a.ntiuvs-ilos o
ir 1. 1’1 -‘.,j A 1 ¿¡la ísí,í di— E-’-í oi A~l fi414,f’i, FAtlEf.154%09’¡, t1’¡14¡¿itAl4A¾li’l5l4)Li iAttlti
4 fA 5 — 1 A A A 41” tAl ‘SÉ ¡‘ Afi’AAA>Ii t441iTl-~41.4.’fikSd4f’A:4fi Afluí 5591>1144 a’~l’ .4 tk’
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El seguimiento del proceso inflamatorio desarrollado en rata y ratón, se buce rnedmmut” 1
e ludio macroscopico de las le <iones producidas y el anáhtt hsetokg o de Ls membr ‘í
sinovial, determinando, en los casos que se consideren necesarws, los ¡u s ‘nc de
oligoelementos (Cu y Zn) que pueden estar alterados en proce> uru5amat rices ~Sorr e
J.RJ, i989)<Whitehouse, MW. eL al. 1990>- Junto a estos métodos ‘iii «vot y dado el
importante papel fisiológico y patológico que juegan lo euc sarse les a no mr sadones de La
inflamación se podida utilizar la medida dc la produccion de estos a ¡np el/st es corno par metro
para La determinación de la actividad antiinflamatoria. uní htivo’-i celular -‘s Lea. técrt a. nos
permnít ‘ti realizar un screenínq rápido orientándorw .í a Li ve hA iAl un p~~>subI rmecan sn-ru de
acción Para ello se hace necesario la utilízacíéí de técn a. ur’rcdLs’;, e-spe -iÑ~ s serie bk. y
rápidas Uas más utilizadas tradicionalmente han sido la cr ímnatoqrafb de qa. acoplada a
esp-ectrurítietria dc masas (CG/SM> y >1 radioínrnunc n{~a o tELA) Un utds¿~ .54241 del RIA con
lleva una s(n’ie <lA? uncorívemtiientes entre los que cabe d fi tacar fil AR~O continuado de rnarc idore
radxact¡vos. la corta vida media de los radiolq índ< í. el alto to 1*? del Él~ÉíUAtfi¿IW ~i CO 04) la
necesidad dc permisos instalaciones ad ‘cuad-is para el ¡rin-se) ticí Li ras] íctuv VE 1. nr’ 14 ys U
los que mo se dispone en mucho- laboratorios Estos snconv su ~rítc;144/ ‘ IfiS anamí cori el de -
¡rollo de técnicas inmunoenzírnátícas tElA>- En el pre nte traba¡¿o, - aborda por pnxrí ra vez
cmi el Departamento la determinación de PCiE2 y LTC4 en :ídtivos u> sí ir de rnacrc faq
pentoneales (le ratón, corno parte de un proyecto precompetitivo concedid ti pr’ r la Unix- s 1
dad CornpluU?nse de Madrid crí 1995
El fraccionamiento cromatoquáfico del extracto e realizó en ftmc 0 U ‘ re-. ultadc
obtenidos en el screening farmacológico preliminar Como última fina-lid <1, e-ti -l ai~lami mto
de los compuestos total o parcialmente responsables de la actuvidad. mt ‘mtarudi & taU ‘ter ‘u-sm
posibles mecanismos de acción antiinflamatoria- Todos estos argumento. podri u corroborar
en buena medida el uso popular de la manzanilla de Gredos
B
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TAxoNoMLx
Sontolmo oblonylJolla Boíss es un taxon que pertenece al grupo de tas Barnaclas “mnan¿a-
nihlasa, denominación común bajo la” que se reunen veg ?tal 5 pert -neoentes a gkneros dEstuse
tos dentro cíe la familia Coropositoe U. ~Asteraceoe>
U~í familia Compositoc es una cíe la. rn’4ís nurn&r mas y ext =was d - la Anqio permnti’i
Acti.íatr’nente se admiten ¿ subfarrs¡has, que agrupan 17 tribus. urs- n 1 000 géneros y apro¿d’
rnadaí’í’íeríre 25.000 especies Se encuentra antipham mt drtm¡bu’da por todc el mu-nd~ u y sus
representantes se ertitiplean corno plantas alímentícta:. urnamertitul -, ms ctícid¿i-: y rned -msa
les
La diferenciación a nivel taxonómico se basa en caracter monfotoq ccí’. así la pr »iencia o
dttSQ¡l(¿Id de flores liguladas, el color de las mi- mas, la turma d 21 ríxsiptan.d ¾la. bráct se del
involucro, la prestncía o au,encía de brácteas interferid la forma VE.. l~ attfl’nR~Ys fit fi 014445
“ido los caracteres más utilizados en las di tintas aproximan unes taxonómica.
Uní Los últimos arios ha tenido lugar un espectacular avance cl - la quírniottixor timáa, que se
inicio con los trabajos de De Candolle, Rochíeder y Petíver La ¡¿ir ‘rs-u - í-nás importante a
considerar en los estudios quimiotaxonórníco’ es que no es sé-lo la ¡¿uve’ ncia o dii- fiT ‘ía de
ciertos componentes químicos lo que tiene una may< r i mportar -Id taxonómica, srno que rs Li
mayoría de las ocasiones lo realmente importante es conocer la ruta metabolica que se utíh~a
en la síntesis de tales metabolítos secundarios Este a -pedo se tratará con más profundidad
cuando desarrollemos la revisión del estudio fitoquirnico del género &intolmrua.
Ua taxonomia que se sigue paraS. oblongífolia, fue la dada por Heywood. VII. en 197$.
Clase: Anjiospermas
Subclase: EhcoIi edóneas
Orden; Arraks
Familia: Compositas>
Subfamllia: A ter” id’ae
Tribu: Aníih mil -ae
Subtrlbu Sant->: y
Género” Sant - - ría
Especie: uní ír>.tuí.a oNo rq4s:’hro Huís
E44L~ ~444co
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Dtscmvc¡ÓN BOTÁNICA DEL GÉNERO
U ¡u oSunuflír 2 u “< rst por ‘a ~= nieta por 3. <ti en untura “Spccles Plasítarursí»
e-ii 1*5> W’1iA (A-mv L u~ - es-~uo. OMPnÁJ mus fltirKn Hl pon! LIen de 1865 y posterior-
- -fi 1? - 1 1 415 Alfil t¿~ 1 uIrí it:; t rrlptliínrn (18%) reseñan de nuevo los carac-
it e. 41’ lA 124155< s-de es ir - o
¡¿‘4:9v ‘iÉr-itC Li rná-i a-ti 1 ¡ci. squE ¡¿a descripción ‘1 q itie-ro que aparece en “Floro Euro’
peAS$~<. fAjAr-ASARAS E st <j/ 19 /(O~ 54,4, iii Li 1.Al9~ cf:A’rl-A?3.pondAAn a.
Asts’Antó.q pA?q5Á~AAG-’t’Ai>ii ato’íii’sfiiA’ct}s h’a;sn de,’; ta-d u o mb j/o’bas, Capítulos pequeflos
rwdwsi: 1.1 kifd&.S Htó’4’te{93A ff’fA15tiJlkL’A’Ati íe-3 1154 fl’5AC¡41}A0i dir-pmnlrn en sí urnerosas lilas gradual-
oíe-n< te rícrslrmerít~’wdo -iu /o~sqíiud hq=’i’iti<‘1 íí-ítert . 1?- ‘ept u/c’i /I ¡erornerste convexo.
<:‘->.‘í’Ati br’4&tsi’<n Ai.I(’f’4A:ty’tti</A’A.rvYR4,y-i5 rc-dasursdo LI AtAS LIq54A-n VIS flor - tubu/ares normalrner te to-
d’4J’:IteA?rn’5’AI/s’ÚJU<n, <41545 nhl-É’5r1242A4:tiysA?4, 41k qtri=inill<s.ia tul iq tino tubo u ¡ríen udo <ornpr: -
nf-lAdo A> mds <ti rnerpo’s ja5rd~s con &-‘spoíó<-í e-rs fo bu. ~¿ nodeosíd ‘1 ápice del aquenio El
411411ÁA? Sil~) e-Pl A:<~Ño.s’fí fi ú ‘ I/ <~fl 11? t4ti¿I/’A¿JKYAO’J
U 44A?’LAAt -VA 4 -S-mnteíu-sr-í tue rnor-s=~ráMotirA píúfus’íJ- taJ ¡¿ser Civínea n 1970, elaborando la
.-u-4user§4A? VE í½>tiwi<ui’ítí.xor<xi’uicí ruara LAS t-¿1X419’ltiA?S SA}WYt<~ <CA
u->’ s
AA 45< ¿AS/VAgA fr4uo fi-os
S AA?”A?41fl1’5.’.A Boiíri ex IX.
A)IK{ti<AALI Líq -
5 >911 sí <‘9111511 tfifi fi
5 roiIRtAct-trtlifC>-’h41 1— y
5 ‘~Étynt2A?c u>puss-sss.u U
tíA ¿1 tfí0$fiiAAAti U rl/t’L75jAxA? 54’i’5 ‘15 -ie pe- ‘4
¡fi
-~ ¡¿9’4-flr-uta SktEtIpeK2 .ní -u no-no 1’>- vi & E - ¡iT
5 ní 4y2u’u ‘1. ¿A<~~l/ CYJ’Ci Ja -v e
5 p4f1rAfiuIn: 54- - ‘fi - le- ;tf-’4 ci 1. -
5 ~fflOtI%1 t. -A ~~9#lt4~kiAl do & 1< it
Smyq q -i’tÁISS’pSALit yA iiLii - <7 í --rs’
-S p9-’ir” 2 fifi-1 - Affn4,I -ti
5 42 h’o.me.s>úi;po l.l/Au’S U. 41llA’iCAt¿iAi FAA<AA’r’tA?A,AS.9”AA’A9A táxor-’i4~-i de ¡‘:ateqíína un Iení sn . 5
42 h-4If’f’lt’A?t 5’yjr-lyf V1545 AlAAhAl”A’7si>-rie- 91<241 ¡141 L¿i’s’tti ~ 5 <ik<~9í¡ti :9’lAÁfi fi4 pcitA ísi,5 1. ISA.Ib<?l~ps.4c: le
s: #i1l1I>11*AASI&Y’5PtA915.iQíi ¡1/A,4’-fleatrf 4S%’<f4”IAS 5<. i-fiI las ‘A-A¿¿i AtI’A.ls11t V”¿AnASA’d¿5<dA?%
y f J
E’ &.. 54¼-’ L ytI44,tfi ¿~i1 E -
Vf¿,’>Jíí 14 14dfik.ffi 91 f’ “Alt
AJ/A-S-’fi”Itd
1-fi’ ~ t’ E < nírr
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d¡versifolta Jordan & Fourr.,
¡nL rEcato JarcIan & Fourr-.
glabrescens <Jordan & Fourr.,
breulfolIa Jordan & Fourr
valido JarcIan & ¡¿krnr~~ y
prouincia¡i.s <Jordan & Fourr.
En S. n’)snwrlnlfoIÉa U. reconocia tres subespeck-
5’ ros;’nonnífolía subespecie cane,cens Líq -
8. rosrnar¡nífolia subespecí 3 pcctmnata Uaq y
S~ rosrnanln¡folia sube~ pecie rosrnarintfrtiha U En cta última ‘:p ~cier~-
cía las siguientes variedades
loba La Jord¿ímx & ¡:<RArr fi
scjuorr(:>sa jordaní & h urr -
sernidentata l’ioffnn-u-níxs & Umk,
irripre so ¡ luffí’nanís-s & LÁnk,
uirldl s Wílld y
¡ínearrfolia Jordan & Fc-un.
De las 6 especies reconocidas por Guinea. las tres prsí era >mí e-ud ~rnísmostui- pSns-cos
(8 oblonqi(olia, 8. elcqons y 8. viscosa), aunque pa1emo~ e¡ <nitrar dí’Unt s taxones
si.íbespecificos de las restantes cori diferente distribución e-rs Li Penit -u-la Ibérica
En la flora Italiana (Pignatti, 8. et al. 1982> se reconocen 6 ende-nr- u 5 del y ‘no Sartitoirna
para Italia:
S~ p¡nnata Vm..
3. etrusca Lacaita,
S neopolitana Jordan et Fourr,
8’ corsíca Jordarí et Fourr.,
5’ ínsularis (Genn. ex Fioñ) y
5’ líqustica Arriqoni
Posteniorínente a la clasificación dada por Guinea. en 1975 Rsv’n’M rtirsez reconoce dos
subcspecws dc 8- oblongifolla Boiss. basánck se en la obra de W~hOkonnm y Lxnr-qe 8
oblonqí folía subespecie obtusílolia (WilIk-) RWas—Marthne¿ yL’a típicaS ob)OP}q5101V2 40b4=4ptlAU<lA
oblonqí folía Boíss
La qran variabilidad morfológica que pre -e-rita el endeniistrtio medittrrai o occidental - 5
rosrrtia no ¡folia 1.- . ha motivado un gran corifuskmismo crí el tr¿statflitrnto tAlXonóI’l1 o del
grupo En Lo cíue se refiere a 8 pecrinota Lag-, espec qu “ hab a sido con- ide-rada por
(uíncá *uí 1<170 cc-uit> subespe-cie. en 1976 CjtñneavTutinlaatklT5~fl sirícategr- la ta¿wni iliCtLi
a 5 rti:.~i~¿ uiiúiiiiifr>lia U ValdÉs-Bermneio y López Gonialez en 1971. e-nt, ndení, - tuds’ndú kx
caracteres níonfolóqicos de ambos cwmnplares. que son táxonSA- undepe-rid n s í niv 1
lic<’
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¡-:rí 1981 es cuando Va -Bes ti y Antúnn, ba Xndcne en estudios cariolóqícos del
nievo ¿ayrí Vino, e. ta.. zce-n It’ dth rnsícíone-. ube- ¡¿341< ficas que se aceptan por la mayonia
de lo ob r Al e-rs U tiia idad para 5. rosrn-orírnfol’a U ~9que reseñarnos a continuación:
8 nulArr1AJnrntolrci t~ ~Ub5¡¿)ri>srnorrnikha
5 ro~ rnirlnifolku tfifi subsp <orn - ce-ns La-g ca
8 rannurlnufollal. ppe:nríataLaga-. a
5- ro- nnar¡nlfolui U. —- ibs;> - roid :ntarn lin4fmnanxnus & Link
DEscRIPcIÓN BOTÁNICA DE LA ESPECIE
bcwsie-r - 4 pntvníei-o qt u de -nbíó 8’ ob!on, 111-li su obra Diaynoses plan taruro
ovientc4lí.tm en I&u-6 La de, -mr ‘ion bot&i -a de C,uir -
5<a y Tutirí (Guinea. E a al., 1976> en
‘b’k.’Avuií E:kíe-’ope ‘. a qsi ie trata ‘r sse
Phinit~ tornen AS Aa, s rorro tr ra u-ni tallas floridos d - 15 a 30cm. escasamente frosí-
do. ‘¿ por la zona Infer r Copitut ns soIr torro, Ibis erecta-s oblongo-espotukidcis, pía-
no., a! arr-ti pbirr-a4n <o !ábu! >btuso. load - lo. tallas floridos enteras ya menudo
no ro ro-da - U. i vi tr <hado, e-ti prxrolo ¡nuclucr 1 ISa 18 mro de ancho, sin pelos,
btk’te-aa Pan’ k 1- it, ‘rs ¡tít ‘rL r - de dplces redosíd í-lanceoladas, denticulados y
eiu-air’i{A:Aoi En> /‘ 5-res KO todr-n tubu!o res, ir ‘rníafrodItas y amarillos»-
1k e! de ~rstatfloc’curokSquco, [a ~rrnnzamíla de Gredas’ es un taxon orófilo y
1 á “o cl 1 Se- rrn Central ibérico, su área de distribución está restrir4da al sectorBe-jarano-
(3 - c’xu--sCir. A y B~Y varn-Tormantlno) siguiendo la típologia biogeográfica
<t~ie- a ¡¿ ~ IR -‘ ‘Mrtrnlz
P A =4,A-4-t i - ‘1 t~l 9>10 151AM

Lnlosrwvir ‘ 3 ínto-s t’ídarn:’scorno 3dstrlbuycncadaunadelasespeciesdeSdfltolifla
U en la Peri -u~Ia ¡ ‘~nca y E3a~ -<ar s (Rivas frkvtinez. 5. eL al - 1990>
Los n’x¡p de- d-tmtuc’An g ogral a d La cinco espécses del género Scintolina U. si-
» xert: su-e tu n . - co s la~, r fe-ter ‘¡a- cxi tentes en el herbario de la’ Facultad de
1 ftiaA La Lnn~. it d Cornphít ases] - Madrid (MA}9
no
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REVISIÓN QUÍMICA DEL GÉNERO S,wrouNA
8’ oblonqéfolio, también llamada «manzanilla de Grecos’, es una especie ndéicníca de [a
Península Ibérica que crece en la sierra de Gredos junto con otra. especies consideradas
también manzanillas, Cha rnaernelurn nobile y Santolin’o rosrnqr¡rtií(olU P stene-c a la tnbu
Anthernldeae, tribu que está formada por un gran núrntro d ¡¿-hitas ar-iniál -a. - iguna.
las cuales se usan como plantas medicinales, entre las que pude- mí s- de-.t -ay Mr-arr -ario
chumomila. L., Chamaerne¡uni noblle, variase--pací,. de- Anuros so, A tulle-a y Tarro - tu; u
1 in avances en cl camnpo de la fitoquimica ha- ta La ~qundanotad del - c$o XIX, e- [imita
barí al conocimiento cíe algunas sustancias conx el azucar 4’? carla. atAT’íÁlfifirtifi alcan rAy y ir- ti
benzoico, debido a que su preparación era sun’íarn “rite -encilla ¡¿Ní-stenorme-r’ste- ~rvxU~‘y ron
y utilizaron mezclas algo más cumple> s como grasas. aceites, esencias. breas y r A Idi, atas
grie pí’actic¿smerite no se sabia nacía acer-ca de su compo ucsZ n \ partir VE 1 15-00 crí 1
primer ¿ilcakikle. la narcotina, cunrwmi¿dndo atsi un amplio y r ‘íp9 lo de- ‘arrollo c A estud u
í~ííiÍíícc- de las plantas -
¡-‘¡asta mediados del siglo XX el interés principal de le- snve- -nq - dowt -rs lo q í se- ¡e-ls
a la fítoquirnica. era el aislamiento y determinación de La e tnk:tu¡a de- una arnp - g< rna -
comptiestos. los más abundantes y comunes en los vegetales A partir de entomices 1
de los químicos respecto a compuestos naturales se centré en 1 dílis - br-vAn de- las rutas
biosintéticas que tenían lugar en la planta, y por ¡u ‘<¡u de las cua ‘fi se ob-te-rijan cc uptie lo”
producto que permitían diferenciar y clasificar especies dentro de un mr uno cf rse-ro
QFobos¡nresn.)
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fluura i~- BicxsinteEss de rfletÁibohto~ secvndanos
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ve- tales evAn formados por unos principso inmechatot glúcidos, lípidos y prótidos
cario consecuencia del metabolismo de- estos se obtienen me-tabolitos secundarios que en
vi icha. oca~i nes nrn los re ponsables da la actividad t rape-utica de- las drogas vegetales. Ua
prcds. cVvn de e’ tos cornpue. tos depende- da los ciclos metabólicos fundamentales de los
¡¿idos vtsn En la figura 3 aparecen esque-m<atízados algunas de estas rutas metabólicas que
dan iuc~ r a los pnncspxc activos ng’ importantes que etíttzhare-mos
1 i tri¡¿ Aníthem¡deu-a - caract”rlza, desde el punlo de vista fitoquimíco. por la presencia
cl ti- s :lre da ce- m¡¿ ‘-tcs- , re. tílnc3.o d ¡ mnetabohsmo secundario, que tienen interés
c¡t mii ltaxLIntJm*co’ polia etileno - f vonoide- y sesquiterpenc’í- En el género Santolina. los
o mnpue t-o - más í-ep ese-ntati~s encontrados lAn Le- bítubografia consultada son:
‘1 Terper os Monoter-per - L<s y Se - íutit >rpcr’VA.
2 - (Y nps: “: tos ¡~. sien’ - Flavon >scle y Cumarinas
3- <7cm .. tos pohacetí’?n os
Los terpenos La« bien llamados i prenoides. s n importantes nietabolitos secundarios
que gen ‘r nente se en ‘:uentran <ormnarxd -, parte de los aceites esenciales- Son compuestos
de gran r-portancía tu ~gicaen Las pnpia- plantas, asignandoseles funciones de protección
frente a a ‘ re. ríe- Avise-dos v< t-os pará ib-
Tc’d - - k - terpenos se forman por acoplanni vito de un número entero de unidades
pentacarbone-das rarníf~ ~adas,derivadas del 2 -metd butadieno. Según el número de unidades
que ter-vengan se agrupan en herníterp<=nos(<74. monoterpenos (Ci). sesquiterpenos (C~~>.
dr- -r - ,no - (C»>, etc
Lo ¡wrn-tirr no. riL> cc t n en la naturaleza, sri embargo, es frecuente encontrarlos en
* vr-cJe-culos rs’ tus 95 como ir--,- alcal sites, cunnarinas y flaí tinoides entre otros. Esto se
be- la j ¡‘e-me y a”tp.’ fact de si intermecharscí tus :xsin-t ‘teto, el dírn rtdahlpsrofosfato
¡-‘ t - a vi ¿ve-re-dad de- estructuras terpéÑcas en la natural za resultando difícil una
- vi~ AS ‘~SA ‘VL’ti y it~ ‘A-) a tiwtt me-inca <¡¡e- b’ios’r t’, e- 1-Li’ tres e-’uencias de reacciones
AS <-(A tít4, EA. iAí -
it. ¡- <-‘‘ A .AM~5A 4 “lwpreno ¿tttlvu* -s partir ¿“1 eta vii &‘tido rne-vabnico.
ti..’- ¿Nr--a II’ fifif sti> “cab.ua—ccla¡. de dos ‘ - it. C~, qt 4¡¡tífwu la cxx. ttlI’kid tic
~~<=i ~-t-e-¡¿~í
4a, -‘2 Li- Atibe-, c lterperscs y ¡¿. -hte-rpe-i’to
st,—’ ¿Nr- ~y n’ s ~- Ví <cok~cola. de unidad ~ o (4, e- ie-tilica la exístenua de
t’( ‘qL ‘¡s: -t”r y vot ~os
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A. - FORMACIÓN DEL «ISOPRF.NC)ACTIVO».
El ác mevalónico es el precursor de los terpenos, en este tiene lugar una foStOriklc
seguida por una descarboxilación y pérdida del grupo fosfato para dar e-l tsoperte-ndplrofosfakt
compuesto que se isomeriza reversiblemnente en un Intermediario altamente reactivo, el
dmmetilalilpirofosfato («Isoprena actIvoM).
lic 4-,fi fi 4
(‘cx»! CH,OH
-h ¡do nwvalónuo
A!)!’
A-
<(~i !‘U~, Isc’penfrtiilpin’¿;fi.sstatn
4
‘-‘fi-fi’--’-- ~
————fi—
Lhm etilali4nrotostátu 1wp nternlp¡roI<<síutu
b.- Acoplamiento «cabeza-cola»
Se produce la condensación de dos unidades de C5 por prenilación del dímetilalilpirofosf ato
para dar el geranilpirofosfato, precursor de monoterpenos
o-p-p
lsopentení!p¿ro fosfato
+ A— o.p-P
¡sopenWn0p#oJos1a!o
A- N~ N XNN~p4, ‘-‘- MONO TERP&NOS
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c.- Acop¡>MxEwro «COlA-COLA»
Tiene lugar la condensación del geranilpirofosfato con el isopente-nilpirofosfato para br-
mar el farnesilpirofosfato, precursor cíe sesquiterpenos
4 fio’p-p
-~ fi”’- fi—’s —“’-fi o - -
gato
Siguiendo este mismo proceso de condensación obtendríamos terpenos mas complejos
corno el escualeno, precursor de este-roldes y triterpenos
De-nito dc la familia Coroposltae además de un gran número de terpenos regulares como
los que se han visto hasta ahora, se han descrito un grupo adicional de mnonoterpenos
biogeneticamente irregulares, ya que no derivan de la condensación «cabeza-cola» de estos
precursores, nodeaconden-sación~mitad’-coIas’ (Epstein. W’W’ cf cl. 197$- Esta condensación
entre dos grupos isopentenílo origina el ác. crisantémico, posible precursor de estos
morioterpenos irregulares- La ciclación del anillo por tres puntos diferentes da lugar a los tres
esqueletos rnonoterpénicos básicos que aparecen en la Figura 4.
‘~“~ + fi-fi-—-
- o-p-p
10cpenter¡ ¡rdngaf-o
4,
¿~Cfl> Cns~Pl.»4WCAS2
fi’ fi>
fi>
‘fi fi ,3fififififi fi
Las A>, ¿(¡“0-
Me’
Figuro 4>- M csotsrp»no<ti rurflamn ders~a&ss cid &¡do e-mar’ -o
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En el género Santolina, se han descrito un elevado número de terpenos. monoterpenos y
sesfluiterpenos. además de monoterpenos irregulares (artem¡sia cetona. canfeno, alo h 1
yomogi- - >{Zalkow. LH. eL al. l964XThomas, AP et al, 1964>- En la tabla número 1 apart
cen reseñados los monoterpenos, tanto regulares corno irregulares, y los se-squ’tterpenos aula’-
dos del género Santo/Inc que están presentes en todas las especies españolas (Perez -Alan .
Mi. 1986).
MONOÚRPZWOS
Alcanfor Uinaíol
Alcohol yomoqi Mentol
Artemisia cetona Mircerso
Borneol Nerol
Acet. bornílo Nerolidol
Canfeno a -Pineno
p-’-Cintieno 13-Pineno
Cineol Sabineno
Citronelol Hidrato de sabineno
Acet. citronelilo a-Terpineno
ct—Felandreno 13-Terpineno
13- Felandreno a-Terpíneol
Limoneno Acet Tape-nilo
SaSqUU*fll%0*
F3isab<lol
aCardineno
¿-Cardíneno
¿ -Cariof ile-no
óxido--Cariofile-no
Curcumeno
frelemeno
aHumuleno
Oplopenona
fi”— fi’- Ji
Tabla Ir- Terpenos comunes a todas las especies españi.ÁM cid ~$nero Sar,ioISrlJ.
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2.- CoMPu¡sTos PoLIFENÓLICOS
Los fenoles están ampliamente dístnliuidos en la naturaleza. encontrándose en la mayoria
de la. sustancias naturales que poseen unidades aromáticas. Dentro de los compuestos fenólicos
encontramos thstíntos grupos cefnmícos con interés farmacognóstico como son los taninos,
cumarlnat, flavc>mioxdes, antocianos. antraquinonas, etc-.
La re%i-iórí de estas estructuras se centra fundamentalmente en dos tipos de moléculas que
tien -‘vi en su compc sidón grupos fenólicos muy caracteristscas del género Son tolmo:
a - Fiavonoide--
b - Cumarina:
A.- FrAvoNornes
Son compuestos polifenólico de gran importancia quimiotaxonómíca dentro de la familia
Compo-sitae. pre’serít¿ndo una relevancia especiat en la.s relaciones existentes entre géneros.
Los 1 la~nvkks son pigmentos vegetales responsable-s de la coloración de numerosas flo-
r s y algunos frutos Poseen un esqueleto común carbonado de C6-Q--C~, estructura de 2-feníl
crornona. Se sntetuan en numerosas plantas y con excepción de algunas flavonas localizadas
en Las alas de mariposas <probabl mente por ingestión>, se puede decir que no se les encuentra
en los animales y si ampliamente distribMdos en el reino vegetal, generalmente en forma
le de heter idos
Bfoslntesfs
Los flavuno d s son sintetizados a nivel de plásticos citoplasmáticos, acumulándose en el
q vacuoJar Se encuentran generalmente en órganos jóvenes, en el mesofilo y la epidermis
la E. s y en la cuttcula epldérmnica de los frutos.
Se forman por Li condensación de tres moléculas de ruatonilcoenuimaA y cumaroilcoenzíma
A, dando lugar a una e- tructura de chalcona que se encuentra en equilibrio con la estructura
le f y ilma. la ‘-ual puede sufrir una serle de transforrriacicines. corno se indica en Li figura 5,
rxq vi nueva-, estructuras d flavonoides
¡-ini la. la- tu tu as flav¿ mc - descritas en la figura 5. los nucleos aromáticos se en-
ate tr ni sue-ttft ~os~ríLa. pttisiciaws más favorecidas por --OH. ‘-OCHy más raramente por
4>411 3 -
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CoA-S o
Malonu CoA
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4,
¼
A
CM -8
o
p - cua»an~’ CM
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FIgura 5.- B¡osintesÑ de compuestos pohfenohcos
El núcleo A (figura 6>. generalmente está sustituido en la posición by 7, rn¡entra- qu 4 dES
puede tener uno, dos o tres sustituyentes, siendo el orden de sustitución Li posxciSn para,
mcta y rucia según se trate del primero, segundo o tercer sustituye-rite
Además de encontrarse en estado libre, como geninas o agl’ucone~, también puede-ms br’
mor heterósidos, los más frecuentes son los 0--heterósidos- l~ ‘b tLnloml entre la ge-nimia y el
azucar se realiza preferentemente por medio del hidroxilo en 7, cuando ‘e- trata de flavonas y
flavanonas, y por eJ hidroxilo en 3 en el caso de los flavonoles. aunque puedan existir otras
combinaciones.
Cha(cemi
Flavanona
Flavanonol
flavona
¾
A 5 A
¾ — OH
Antocu&rtiktina
OH
LeucoafltOCiaflidJfla
o
Plavonol Caleqwna
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¡‘¡euro 6>- Estructura ienerztl de tt~vortio<M.
FlAvoNoloEs AISLADOS EN EL GÉNERO SAr¿’rounA
tos primero fla~míoidt-s aislados ers el género &mtolina fueron la patuletina y luteolina
en 1973, en la especie S. cha rnaccypori.ssus (Adzet. T et a/. 1973)- Estudiando el extracto
acuoso de esta misma especie. BecchiycombieraLslaronen 1976 dos heterósidos. la patul’L3tina-
Y diglucósido y la axíllarína-7’-glucósido. En este mismo año estos autores y colaboradores
sclentxhcaron en un extracto acuoso de 5 chamaecyparlssus dos flavonoides ampliamente
cli tribuido’ en toda la tribu, la ap’igenínii y la luteolirsa. además de 6 glucósidos derivados de
e tas e tructuras (apigenina-7--rutósido, apigenin-a-7’-glucósido. apigenína-7--glucurónído.
[i t dina 7’-r’utósido, k¡teolina-7’-glucurónido y cm-isoeriol’-7-rutósidoX[3ecchi, NI. et al. 1976)-
En 1980 J3ecchí, Mcta). aislaron4nuevos compuestos flavónicos del extracto clorofórmico
de 3 chomoecyporíssus, pectolinaringenina, hispidulina, nepetina y jaceosidína. La purifica-
~¿>~de Las znolécukxs se realizó mediante cromatografía en columna de sephadex UH-20
utituartido cloroforrno/rnetannl como solventes, y por cromatografía en columna de poliamída
c vi tsr ‘s mezcla de bericeno/metanol corno eluyente-
De 3 pinnata Vmv. especie endémnica de los Alpes, Hamnini, 6- et al. 1994 aislaron 7
compuestos flavónicos nepetina, crísoenol, apigenina. luteolina, pectolinaringenina, kenferol
y lute-ohna-7 glucósido
La planta pulvenzada fue sometida a un proceso de extracción Soxhlet con hexano, cloro-
formo y una mezcla de clo’roformo/metaríol. La fase acuosa se filtré en una columna de
sephade-x 11-1-20 utmktzando cloroformo/’metanol como eluyente, de esta manera se obtuvo la
pe t ~hnan¡—iqensna
U r - duo del extracto clorofórmíco fue sometido a una gel filtración con sephadex LH-20,
obten sdose- los fla~>myoides, nepetina, crisoeriol, apigenina y luteolina, después de una últí-
rna pur f ación por cromatografía Ha- h
U mNnO pft3cedimkerlto se llevó a cato para el extracto cknoformo/metanol a partir del
se arslaron 1 kae-nfe-rol y la k*teolina-7-gluc&sido.
te-cm a. n~, utilizadas para la íde-ntíflcauón de los compuestos flavónicos, en los
Ira ‘fi fiYS ~L1)’ LIS, han ‘ido
• kspecxrcfo LI+iTi tría e-sl TSYSVI - íta vi. ible (13V)
* Es gtross< o ‘ ~tnfra-rr-sy ~ (IR>
¡-‘A ti-osas le masas <EM)
5-
a-
3
O
E ~ ti-osco dar - onancia magnética nuclear de tmH y ‘t (RMN ‘l--!y RMN”(2)
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FuwoNoIDEs EN SAwrouNá SPP
CoMPUEsTo ESPECIE REFERENCIA
8- chamuecyporis-su.s
8. pinnata
5’ charnc¡ecyparlssus
£kccbm, M eta! 1976
Hamniní, (3 et a) 1991
Becclíi, M. e-tal. 1976
Apigenlna-7-glucurónlda
ram-glu--
Aplgen¡na-7-rutásido
5. chamnaecyparissus
5- charnaecypcirlssus
S pinnata
E3ecchi. NI. ¿tal- 1976
Becdsi, NI. ¿tal- 1980
¡-laminÉ O. ci al 1994
Pectolinaririgetdiia
Apigenína
glur-O
OH O
OH
Tabla 2.- 1 tívonoides am-dacios en San iohna spp
‘‘-fi->
Hamíní. (3 et al. 1994
Flarniní, (3. et al. 1994
8. chantioecyparissus Becchi, NI- tu al. 1976
Crlsoedol’-7-rutósldo
OH
O x
fisfifi fi-
011
OH O
5- chamoecy¡xarI-ssus Harborne, J.F3 cf al- 1970
Qwircetina-’7 gluc&slcto
30
8’ pínviata
Kaenferol
ctH5
8. plnnata
OH o
CrIsoeriol
U M~ít’ Tabla 2
31
OH
5. chamaecyparis-sus Adzet. 11 ci a/- 1973
Becchi, M CI al. 1976
5’ pinnufo
5. pinnata
Harnini, (3. e-tal 1994
Ramirsí, (3 eZ cl, 1994
Harbomne, JES tu al, 197<)
LuteaUna-7-glucáslda
S. chamaecyparrssus I3ecchi,M eta). 1976
Luteolina-7-glucurónido
5- cha rflOt?CypOflSSUS Becchí, M cf al 1976
Lmiteolina-7 -rutásído
OH
Luteolina
OH O
glu-
glu r-
oH
Continuación Tabla 2
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8. chomaecyparissus
S. c/iomaecypartssus
Becchi, NI- cf cl. 1980
F3ecchi, NI. etal. 1976
AxllIarlna-7-glucósldo
8. chomaecyporissus Becchi, NI. cf al. 1980
1-tispldullna
8- chamoecyparissus
5. plnnota
Becchi, Nl cf al. 1980
Flamini, (3. ci al. 1994
OCi~{a
OH
OH O
Jaceosídina
-OH
glu-
CH50
OH O
HO-
0H30.
-OH
0H30
Nepetina
Continuación Tabla 2
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8. chamaecyparissus
5. chamaecyporissu.s
Adzet, T. ea aL 1973
BeccFsi, Nl. et al, 1976
Patulet¡na-7-dlglucóslda
54<44
OH
Patuletina
‘Of”
Continuación Tabla 2
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u. - CVMAWNtXS
La curnarinas constituyen un grupo importante de compuestos naturales derivados de la
lactona cl 1 ácido o~-hidroxícinárnico o banzo alfa-pirona- Sus estructuras son muy variadas, se
cow=crí mnás de 800 rnolecuLas en el reino vegetal, estando ampliamente distribuidos los
ompuestos más nulos La mayoría de las cumarinas conocidas se encuentran libres en
cu4quiera d . lo r~ nos del veqetal. desde raices hasta flores y frutos, y no es muy frecuente
la pr ‘ír~cm de Fi 4erós-ído
la. ces rvarmaím -~n su’ tanuas que en solución amoniacal presentan generalmente
1k ir Si 1” ‘ta azul azu4 verde o ~íoleta,lo que 54! ha empleado como ensayo cualitativo. La
fluor - rna es má- marcada sí se examina a la luz ultravioleta, utilizándose esta, para La
tkxl u’ - vi cromr. ‘fi ráfeca de etc compuestos
Blo-sintesis
L s cumarm s cl nvan de los ácidos cinámicos, lo que implica tina isomerización E/Z,
dartick kiqir a una ladonsuación <¡->1 ác hidroxicinámico para obtener la estructura base de las
o
fi> ¾y>fi’”N ¼
¼ o o
t,’-NOoxsc ,rt-í Cumanna
ko s -- vn ( structura más sencilla, sin sustituyentes>, todas las cumaririas conocidas
- . vi r tui-al ncuerítran sustituidas en la posición 7-
Compuestos Cumarb-, ¡cas aislados del género San toDito
LeE’ - ‘-:-“il Ter -, -v J etc! en 1983 en la Universidad de Salamanca, obtienen Ja primera
c~ ‘ma sa ada en e! qenero. la hernanna Se identifica en un extracto hexánico de 8.
‘Jo’ 4fi. ík>½adeítcual se extrae 1 &e~te esencíaJ mediante destilación. La esencia se crornatograf~
ti ~na rna d - icaqel utilizando como eluvente una mezcla de hexano/etanol. Con las
trtctío-- ,‘ d~ter ‘la. e vuelve a hacer otra wparación cromatográfica en silicagel-AgNO3
(t<N ‘- >I’-”séndo; la 1 rn - rina
Ls ‘1 S~3 M~sa, MP etc) es xhanelextms’’to mnetanólico deS. rosniarin ¡jo/la subespecie
‘ceo -rHyu’ o L “‘ . xtracto eliminan por enfriamiento las ceras para posteriormente
‘fi e. - -i ‘a. Ú - :- s ltp ‘ >‘l’~sí c sri cl solventes orgánicos menos polares <hexano
‘ti r -o) El extra rio cknofórrnm -o se solubihza en eter etílico y por separación
- ‘ s’’’mnna~ ti. ely sih-aqs$ AqNO~ fiC separan doscumarinas 6-rnetoxy--
¡fi--fi’ u ~i’ - ‘uní ira y ti s 0C’Scupu Uncí
LI e~rius& de S p-Ársríctc terx ‘í-nssmo -Ip mí 4. proporciona la identificación de dos nuevas
tLiit>flíeís e’~e~’- «1 -- es no Un’ ,‘la traxermna (Ehminí, (3’ tu al. 1994>. LI alsíamien—
1’ ti e’str, s ti :rc~p tos -‘ liew~ a usbo en 1 ~xtractoclorofórrnico utilizando columnas de
ix E Id 2 ) ~ C44Mi’ttesl ckoforrw»’rríetanol
,E-a4zo Ñ.4r-Zco
Al i9ual que para la identificación de los compuestos flavónicos, Las técnicas analiticas
utilizadas para la elucidación estructural de las cumarinas en los trabajos reseñados, han sido el
espectro Uy, espectro IR, EM y el RMN tanto de 1H como de ‘SC-
CuMAmNAS EN SA~rouNA SP’>
CoMPUEsTo
ato o o
RanwNc¡AESPECIE
8. oblongifolic De Pascual Teresa, J tu cl 1983
¡-lerniarína
CH
3O ‘¼
HO O O
5. pinncta Flarnini, O. el cl. 1994
Escopoletina
HO
CH3O O O
5. rosmarinljolra
subsp- rosmarlnifo/Ia MaquaME’ e-tal- 198-8
Isoescopoletina
CH3O ,~,
‘¼HO O O
5. pínnata Flamini, Ci. cf al. 1994
OH
Fraxetína
CH3O x
¼ ~
O
M0
0
3. rosmarinifolbii
Subsp- rosmartn ¡folia Maqua. MF> ¿tal 1988
6-metoxl-7 ,8-metllendloxlcumarln~~
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Tabla .1.- Cumarinas aisladas en &wtolI’tiO spp-
‘MW
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3.- CoMPuEsTos PouAcrnLtNIcos
Los pc- tacetk - han sido ampliamente estudiados por Sórensen, HA- (1961) y especial-
mente por Ekhknann, E eta!- <1973> en la tribu Aníhemldeae- En la actualidad se conocen
e rs - - -r d compuesto que poseen uno o más triples enlaces, en vegetales superiores y
te 05 la majo-ría de los derivados pobacetilémdcos se aislan de dos familias, las compuestas
- las uní uf si- La variedad de e. tructura. y su distribución restringida a un número limitado
ver hMtrí de el) - importantes marcadores quirniotaxonómicos.
ini dereva 1< ti ac irlénícos o pctac “tilénicos (tarnb4én llamados poliinos) alifáticos, pueden
‘se e Itir’ yt da-ido cornpuet aliciclicos o he.terociclicos, pueden contener uno o
‘anos ‘} cí en es al corno heteroátomos corno oxigeno o azufre entre otros.
En u ~r es --intético están rekscionakxs con los ácidos grasos, la mayoría son deriva-
ti ‘s dM 1 ~ kv ‘--~. <mo consecuencia de reacciones de desaturación, descarboxilación,
1 ‘el-e , rrrV ~cl la po ibihdxl de reaqrupamíentos y funcionalizaciones-
SWen -ser ccimpsiestcts muy ru tabí ,~s y ensibJes al calor, luz Y oxigeno.
BíosN-ns¿s
nne )s utilizando precursores marcados radiactivamente con t4(2 y 3H, handemcístr’adoque los compuestos acetilénicos naturales se forman a partir del ácido linoleico.
Ls r ~ ruta la secuencia biosintésica se considera que diverge de este ácido, el cual
- o--it-rs ca’. ti J qrupo C~ dará lugar a compuestos c1’~ Una segunda ruta es aquella
ti~til ‘~‘ ~tiS4( ‘MM fr=sxedacsónobteniédose compuestos C~~- La tercera ruta sintética
--‘4’
- . fi - Isis-- ‘fi - ‘rs scguída dc dos W’-oxidaciones para formar compuestos (253 a los
- - ‘r ‘A -furasvjs y 1 enilacetilenos entre otros.
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CH3—(CH~4-—CHCH—OH2—CFW-CH—jCH2)rCOOH
ácido linaleico4
CH3~(CH~4—C~C-—CH2—GH~CH---fi-iCH2)r’-COOH
ácido crepeninico
~
CH3 —(CH2 >2 —(C~EC)2 —CH2 —CFtCW-tCfl2 >, —CODAl
OxkkwiÚIti
Pollinos <Ci?
CH2CH~-C—(C~C»—CH—CHCH1CH2)CCH3
II
o
Tío(enes
oc~c—/sCH3—C~C—CEC
Espirocetales
R—C~C-CH — o
o
Epclxidos
Derivados hidroxí’lRdOS
4’
Cetonas
- Co2
Pollinos en Ci?
Figuro 7.- Biosirítesis de compuestos rX)ItaCetilaflicOS
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PouAcrr¡u~Nos AISLADOS EN EL GÉNERO SANTOUNA
Los primeros estudios reaJizados en este campo se debieron a Bohlmann cf al. en los añoS
1966,1968 y 1973. Las espales estudiadas fueron 5. chamaccv.varlssusy 8. rosmarln¡follo
identificando dos compuestos, uno derivado de furano tiofeno y otro con estructura dc
espirocetanoleter.
En 1986 dc Pasct¡al Teresa, J cf al. aislaron de 8. oblonglfolla seis compuestos
poliacetilénicos aI~unos de los cuales hablan sido previamente identificados como estructuraE
derivadas de espirocelanoléteres en 5. rosrnarlnlfolia (Bohlmann, E ea cl. 1973).
Otras estructuras poliacetiénicas derivadas de este esqueleto espirocetanoleter fueron aisla-
das por Magia, MP e-tal. en 1988deS. msniarln Ifa/la, sulrspecierosmarlnjolla ysul~specic
canescens.
De 8. c/lamaccyparíssus Lam, J. ci a/. en 1989, aislan del extracto etanólico once com-
puestos poliacetilénicos cuyas estructuras básicas son, tiofenfuranoacetilenos
espirocetanoléteres y ditiociclohexanodienos.
PouAcrr¡LENos EN SAT<roLINA SPP
COMPUESTO EsPECIE REFERENCIA
cHflic~C)r—CHtzC1+~~(?S
O
5. chamaecyparlssus Lam, J. el cl. 1989
2 (l~nonen-3,5.7-tdníI) junino
8. cha rnaecypa rlssus Lam, J. cf al. 1989
2,3 dlhldro-2
(1 floflen.3,5,7.tflnll) furano
<‘-‘-$GÍZCCH OH~4~
s’fi’-.S O 8. chaniaecypo rissus Lamn, 3. ea cl. 1989
1 (3-<1,2 dltlafen))~4.(2 fenlí>
3’-buten.i.íno
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Tabla ~L-C~ ‘pornrlies ac~uMriÁcos úladoa en &ntohna spp.
jfifif4¿.AO~ F4atw40ca
‘Ix
s CEC—CHCH o
S. rosniarln ¡jo/la
3. oblonglfolia
8. chamaecyparlssus
Bohlmam, E tu cl. 1973
De Pascual T., J. tu a/. 1984
Lam, J. tu al. 1989
1-<2-tienil)-4-<2 fenil)-3 buten-1-lna
OH s CEC—GHCH o 8. chanicecyparlssus
Lam, J. e-tal. 1989
5 (4-2<fenil)-3 buten-1-inil)
tlofeno 2 carbaldehido
¡ “‘ C~O—CHCH-~C)OHH2 s o 5. cha rnaecyparlssus Lam, J. cf al. 1989
5(4-(2 fenil)-3 buten-1-lnil)
tiofeno 2 metanol
ACOF4 s c~C—CH==CH—~~’N0~’> 8 charnaecyparissus
Lam, ¿. cf al. 1989
Acetato de 5 <4(2fenhl>-
3-buten-1-inil)-2 tienil metilo
CH2 ~ C~C—CHOH o
000
~CH3CH2~CHNCHa
8. chamaecyparlssus
8. rosmarinifolla
Lam, ¿~ e-ial. 1989
Bohlmann, E tu al. 1973
3 rnetilbutirato de 5(4<2 fenil>-
3-buten- 1 -inil)-2-tienll metilo
— o
CH3—<O~C)2—CH~ ¡
8~ rosniarln ¡follo
S~ oblongijolla
8~ lShOflW&YPO’
Bohlmam, Re-tal. 1973
De Pascual T., ¿eta). 1986
Lam, ¿ cf cl. 1989
7(2 ,4-hexadiiniliden)-
1,6-dioxa espiro <4,4)-2,8 nonadieno
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Tabla 4.-Compuestos pollacetilénicos aislados en Santolina spp-
— o
OH3—(C~G)2—CH~ ¡
8. rosmarinufolici
8. oblonglfolla
8. rosmarliilfolta
AcO
8. chamaecyparlssus
F4o*40cy«~.
Bohlmam, E eta!. 1973
De PascualT., ¿. eta!. 1986
Subsp. canescens Maqua,
MP? e-tal. 1988
Lam, ¿. etc>. 1989
Acetato de 7(2,4 hexadí-inlílden)
1,6 dloxa espiro (4,4>-2,8 nona dlen-4-ilo
CH3—(O~C)2—CH — o
0/
HO
8. rosmarinQolla
8. chamaecypcrlssus
Bohlmam, E e-tal. 1973
DePascualT., letal. 1986
Lam, ¿. et al. 1989
7(2,4-hexadiiniliden)-
1 ,6-dioxa espiro (4,4)-2 .8 nonadien-4-al
— O
CH3—(G~C)2—CH
o!Me
CH—CH—-OCa
Me
8. rosrnar/nlfolIa
8. oblongifolla
Bohlmam, Retal. 1973
DePacualT.,¿.eta/. 1986
3 metilbutlrato de 7(2,4 hexadiinillden)
1,6 dioxa espiro (4,4) 2,8 nonadlen-4-ilo
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Tabla 4. Compuestos poliacetilénlcos aislados en Sontolmo spp.
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AísuxMíEr~rrO DE PRINCIPIOS ACTIVOS
Y)?ti-”,¡fi’
El primer intento con resultados positivos para separar sustancias por métodos ‘71$’4
cromatográficos los llevó a caEn Tswett en el año 1906. Este botánico ruso publicó en su libro ‘3<
«Les chromophylles dans le monde végétal ef animal» una descripción detallada de cómo <it
separar los pigmentos coloreados de los vegetales utilizando carbonato sódico como sólido
adsorbente y éter de petróleo como fase móvil. A este método de separación lo denominó 4’ ‘~
>S4/47.ti?”>- ~cromatografía, término que procede de la palabra griega chroma tos, que significa color-
El mayor impulso de la técnica crornatográfica se produjo a partir de 1931 cuando Kuhn y ~%>
Lederer la utilizaron para la separación del caroteno en sus isómerosay ~ En 1938Reichstein ~
introduce la cromatografía líquida, que permite separaciones de sustancias incoloras, siendo - y
desde entonces muy usado este método de separación-
La cromatografía fue definida por Lenlemans como un método fisico de separación, en el
que los componentes que se van a separar se distribuyen entre dos fases, una de ellas constí- -
tuida por un lecho estacionario de gran área superficial, y la otra por un fluido que percola a
través del lecho estacionario- El fundamento de la técnica, es pues similar a los métodos dc ‘4
“‘fi’.
separación clásicos, tales como destilación o cristalización, con los que se obtiene la separa-
ción de un compuesto inmiscible en una de las fases.
‘fi
La cromatografía es una técnica de separación constituida por un fluido (fase móvil) que 7-
circula en Intimo contacto con una fase estacionaria (líquida o sólida). Si en un punto del
sistema se introduce una mezcla de sustancias solubles en la fase móvil, estas avanzan con ““A
velocidades diferentes, dependiendo de sus afinidades por las fases, entre las cuales se distribu- ‘‘ fi
ye. Ello supone que después de transcurrido un determinado tiempo, cada sustancia se encon- fi fi
trará en un punto distinto del sistema cromatográfico, es decir, estarán separadas. Si se opera ~ ‘-3
cíe esta manera, tendremos la cromatografía de análisis frontal (Cromatografía de papel. y
cromatografía en capa fina)- Si se deja salir cada sustancia por el extremo opuesto del sistema, fi fi
tendremos la cromatografía de elución (Cromatografía en columna>. Cuando la fase móvil 44
es un gas, la técnica se denomina cromatografía de gases y si la fase móvil es un liquido, se <1
llamará cromatografía de liquIdas.
Según las características que presente la fase estacionaria, podremos clasificar la
cromatografía en:
a.- Cromatografía de adsorción
‘fi
b.- Cromatografía de reparto
c.- cromatografía de intercambio iónico
d-- Cromatografía de exclusión
e.- Cromatografía de afinidad
42 £4t4t¿8 F4o4,«4n~co¿« rs
A.- Cnor~fAToGnArL~ DE ADSORCIÓN.
Es el método cromatográfico más antiguo. Se utiliza una fase estacionaria sólida y una fase
móvil líquida o gaseosa. El soluto puede adsorbe-rse en la superficie de las partículas sólidas,
llegando a un equilibrio entre el soluto adsorbido y el que se encuentra en solución. La sepa-
ración de los distintos componentes de la mezcla tiene lugar en función de la fuerza con que
sea adsorbido el soluto.
B. - Cnol~i«roGnArh DE REPARTO.
Se utiliza como fase estacionaria un liquido inmiscible con la fase móvil que forma una
película delgada en la superficie del soporte sólido. El soluto alcanza un equilibrio entre el
liquido estacionario y la fase móvil que puede ser líquida o gaseosa.
C. - CRoMArOGIiAIIA DE INTERCAMBIO IÓNICO.
En este tipo de cromatografía, aniones o cationes se unen covalentemente a la fase sólida,
por lo general una resma. Los iones de soluto, de carga opuesta a los de la fase estacionaria,
son atraidas por esta última mediante fuerzas electrostáticas. La fase móvil en este método es
un liquido.
De CRoz~txrocít~pk DE EXCLUSIÓN.
La fase móvil está formada por un liquido o gas que pasa a través de un gel poroso cuyos
poros son suficientemente pequeños como para excluir las moléculas grandes de soluto, pero
no las pequeñas. La corriente de moléculas grandes pasa sin penetrar en el gel, mientras que
las moléculas pequeñas requieren más tiempo para pasar a través de la columna, puesto que
entran en el gel y por tanto deben fluir a través de un volumen más grande, antes de dejar la
columna. Esta técnica también es conocida como filtración en gel. Separa las moJéculas en
función de su tamaño.
E.- CRoi~¡áToGnA¡t DE AFINIDAD.
Es la técnica cromatográfica más reciente y selectiva. Se utilizan interacciones altamente
especificas entre un tipo de moléculas de soluto y otras moléculas que se unencovalentemente
a la fase estacionaria. Como ejemplo de este método tenemos las reacciones específicas entre
anticuerpos y antígenos. La molécula inmovilizada puede ser un anticuerpo frente a una proteina
particular, cuando se añade al sistema una mezcla compleja de proteinas, estas atraviesan la
columna quedando sólo retenida aquella que Interacciona con el anticuerpo. Después de lavar
la columna para eliminar todos los solutos inespecifícos, la proteina específica se separa del
anticuerpo por cambio de pl] o fuerza iónica.
*fui 9
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FAO-ORES QUE AFECTAN A LA SEPARACIÓN CROMATOGRAFICA
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Para poder establecer las condiciones óptimas de trabajo que nos permitan una buena
separación cromatográfica, se deben conocer cómo influyen los diferentes factores que ac-
túan sobre el sistema y la relación existente entre ellos.
TIEMPO Y VOLUMEN DE RETENCIÓN
‘.fifi?9’j’ 444
Para que una molécula de soluto descienda por la columna tiene que estar disuelta en la
fase móvil, cuando queda retenida en la fase estacionaria no avanza, denominándose a este
fenómeno de dispersión tiempo de retención- El tiempo muerto es el que transcurre entre la
inyección y salida de la muestra que no penetra nunca en la fase estacionaria, es decir, cuya ““>->
velocidad a lo largo de la columna coincide con la velocidad de la fase móvil. ‘3<9>
ji
El tiempo de retención depende por tanto del tiempo muerto y la relación existente entre fi
la fase móvil y estacionaria, que son función de las condiciones de trabajo, geometría de la 9471!flfiflfi.4
coeficiente de repartO. <“4’’columna y Yfi ‘fi 944”’
Tiempos de retención altos y tiempos muertos bajos favorecen una buena separación, pero
también incrementan el tiempo de e-lución (tiempo que tarda en pasar la fase móvil por la fi
‘4
columna) y el ancho de banda.
El volumen de retención es el volumen de fase móvil necesario para e-luir las moléculas de <‘4’
soluto. En la cromatografía en papel o capa fina, la velocidad de desplazamiento de la banda
se mide por el factor R en vez de por el volumen de retención. El R1 es la relación existente fi
entre la distancia recorrida por el centro de la banda y la distancia que recorre el frente del
eluyente. /4
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El proceso cromatográfico puede imaginarse como una serie de platos, conteniendo una
fase estacionaria, a través de los cuales perecía un fluido móvil, que va pasando de plato a
plato.
El procedimiento de distribución consiste en introducir un soluto en el plato cero, junto cori
un fluido no miscible con la fase estacionaria. Dicha fase móvil, al pasar de plato a plato
transporta con ella una cierta cantidad de soluto.
En la zona donde se encuentran las moléculas de soluto se puede considerar que hay una’
distribución gausiana, y el tiempo de retención que se mide es el que coincide con el centro de .. fi
esa zona, donde está el máximo de concentración. 94
La distribución gausiana viene definida por la desviación tipica y la varianza. Cuando una
zona avanza a lo largo del sistema cromatográfico, la varianza es directamente proporcional a
la distancia recorrida por el centro de la zona, existiendo una constante de proporcionalidad
‘fi’llamada «altura equivalente a un plato teórico», que es la longitud física de la columna en la que
Y

Y~ >44«ta F4oejt’4s~ca
SELECTIVIDAD
Es una propiedad cinética que depende de la naturaleza de las fases, soluto y temperatura,
siendo independiente de las características del sistema,
La selectividad de un proceso cromatográfico es función de las
interacciones relativas de los compuestos de la muestra con las dos fases, móvil y estacio-
naria. Dichas interacciones pueden ser: ión-ión, ión-dipolo, dipolo-dipolo y fuerzas no pola-
res -
RESOLUCIÓN
La cromatografía es una técnica de separación y, por tanto, la resolución es la magnitud
más importante desde el punto de vista práctico, puesto que puede considerarse como el
objetivo primordial a conseguir.
Cuando dos sustancias avanzan por un sistema cromatográfico a distintas velocidades,
cada una ocupa una zona de anchura equivalente a cuatro veces la desviación típica (4o) y
cuyos centros de gravedad están separados por una distancia AZ. Si las velocidades de las
zonas son constantes la magnitud AZ aumenta linelamente al separarse de la entrada de la
columna. La variación 4a de la zona que ocupa cada uno de los compuestos no es lineal sino
que aparece como se expresa en la figura 9.
Figura 9.- VariacIón de AZ y 46 a lo largo de la columna
Segun esto, existirá una parte del sistema Z<Z1 en la que dos zonas estarán solapadas ya
que 4a es mayor que AZ, al llegar al punto Z1, las zonas no se solapan y no existen
discontinuidades entre las mismas. Cuando rebasamos Z, la distancia que ocupan las bandas
(4o) es menor que la separación entre sus centros <AZ>, por tanto estarán resueltas1 existiendo
un espacio vacio entre ellas. La medida de AZ y 4a nos va a prOpOrciOnar~ por tanto, un
criterio para expresar la resolución, que se puede definir de la siguiente manera:
AZ
iT
Rs<1 significa que existe solapamiento y por tanto las zonas no están bien resueltas, R>1
significa una perfecta separación entre las zonas, tendremos los compuestos separados.
45
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cRoM4zrroGRAFÍA DE ADSORCIÓN
Se describen dos tipos de técnicas cromatográficas basadas en el proceso de adsorción:
a.- Cromatografía en capa fina
b.- Cromatografía en columna
A.- CRolwAToGn,~riA EN CAPA FINA
La cromatografía en capa fina es un método de cromatografía plana, cuyas principales
ventajas con respecto a las demás técnicas de separación cromatográficas son la rapidez y
bajo coste de los ensayos experimentales.
Fase estacionaria
Existe una gran variedad de adsorbentes utilizados como fase estacionaria, los más emplea-
dos son compuestos de sílice, alúmina, poliamida y celulosa. Estos adsorbentes suelen llevar
incorporados indicadores de fluorescencia que facilitan la identificación de los componentes
separados, al ser observados a la luz ultravioleta.
La fase estacionaria utilizada es una capa horizontal, relativamente delgada, colocada sobre
una superficie de vidrio, plástico o metal. La muestra se aplica con un capilar de poco calibre,
procurando que la mancha tenga un diámetro no superior a Smrn y se encuentre a 1-2 cm del
borde inferior de la placa.
Fase móvil
Para la elección de la fase móvil se sigue la misma norma que para la cromatografía lkiuido-
sólido en columna, utilizando distintas series eluotrópicas. El desarrollo de la placa es un
proceso análogo a la e-lución en la cromatografía de líquidos, la muestra es transportada por la
fase móvil a través de ¡a fase estacionaria, La placa se desarrolla en un recipiente cerrado y
saturado con los vapores del disolvente utilizado para su desarrollo, y dejando que el disolvente
avance por capilaridad.
Tanto la fase estacionaria como la móvil son muy semejantes a las utilizadas en la
cromatografía en columna, por esta razón sirve de gula para el desarrollo de las condiciones
óptimas para realizar separaciones por cromatografla de líquidos, utilizándose generalmente
como paso previo al desarrollo de una cromatografía en columna.
B.- CaoMAToGI~,wÍA EN COLUMNA
La cromatografía en columna tipo liquido-sólido es el procedimiento cromatográfico origi-
nariamente descubierto por Tswett en 1906 y redescubierto por Kuhn y Lederer en 1931.
Las aportaciones de Reichsteirx, Tiselius y otros hicieron que dicha cromatografía alcanzara
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Los solventes se eligen mediante series eluotrópicas de solventes, es decir ordenados con-
forme a su capacidad relativa de desplazar solutos de un adsorbente dado. La fuerza eluotrópica
es una medida de la energía de adsorción del solvente. En general a mayor fuerza eluotrópica
del solvente mayor velocidad de elución de los solutos de la columna.
Existen varias series eluotrópicas para la elección de solventes, entre ellas destacamos la de
Snyder y la de Trappe que se indican en la tabla 5.
(fi- —‘ . — * (44 fi fi2’ fi—fi 3 ‘ -fi
fi ~;$~‘< -~ ((‘4 4-14 ¿4
n-heptano
n—hexano
ciclohexano
isooctano
2 ,1,2-triclorotrifluoroetano
tetracloruro de carbono
tolueno
cloroformo
dicloroetano
diclorornetano
1-butanol
acetonitrilo
propanol
acetato de etilo
acetona
etanol
1 4-dioxano
tetrahidrofurano
metanol
agua
eter de petróleo
ciclohexano
tetracloruro de carbono
tricloroetileno
tolueno
benceno
dicloroetano
cloroformo
eter
acetato de etilo
acetona
n-propanol
etanol
metanol
agua
Tabla 5~- Serles eluotrópicas para la elección de solventes
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iii ¿4iroas separati~’~nes se utiliza un qradsente de fuerza eluotrópka prknser&:s sc eiuyún los
‘fi ‘4(5tO’>- iik?5V)’i retenIdos con un sok’erite <it. ba~a fuerza elun’tróprc’í y d-. r i4o’ sc ma la cori
‘:42 st”i x:4-o s< >lver’:te. en proporcion’>- !tern-btnad < pa. o: ducretooq o d~ manera ant-
ru.u. un el fui de incrementar U fuerza d tI e-luye-nt Con e t ‘ - logra que 71 ~soluto: rn-&
tuertemneríte adsórbsd’ - se ehsyan de Li columna La fuerza d A el- r¡terit 110 ci una funoórs
lineal <Ile Lis pr(’)per<5<’)n ‘s rehtíva - d cada solvente Una cantidad pequeña de >i nte±31>olar
írere-¡neí”íta crí gra lo notable La 1 t.í frza cluotr&pra de un .- Averae no polar
la mn>rv ‘itugrafia l~ ad. irción liquido-s-ohdo es un método analitico particularmente aJe
cíías%i par-’ el an¿lí-ix. dc rnolkctíla - no i mizan-te, irwmlubt en aqua y re. - tívameríte- sornpks
[le-nitrode ésta te’nernn2 di tintas técnlc& cla-’-d’íc*mda. en 1unck n de la pr’ zán que se utd’ce-,
lis 114,15 114(5 ‘SiM
Cromatografia Flash. - Se í¡tílua una presión de- aproximadamente 2 bares surnit
i asti ada por uní aire idor
Cromatografía de media presIón (MPLC)-- El rango d prerl n e-mpEai’o se
HkhI ‘utra entreS y 20 bares, presión prcxlucida por una bomba peustáltwa
La aparición de estas técnicas ha supuso-sto un gran avance en la rnetcKl dogu dc 1
cr’onnatrxiraiia liqítida preparativa, siendo empleadas ya en numerosos l-tborat fimos (Lsúutert,
[Fi ci a! 1984XR&ií, J E e-tal l9SYXZog=a.Ci C. et al. 1989> La cnmatoqrafia flash y
MMC 71an resultado sen técnicas sencillas y efectivas. presentando ambas la venta íd 1 ahcrr
de ti&i i414.3 (114’ >tcttitkii iii- K út al 1<2)86)
Cromatografía Flash
Ls una tecruca cromatonráhea de adsorción pr<’ pie U en 1978 por Still y
colaboradores, que-aparece-cern) aLternativa a la clá- wa <It ,rnatograh-a l’qui la en
colur-ona para resolver los problemas relacicsnackis con el riesgo de d-escornposi fi
(.‘t(’M’i de fl’V5lk”L’UIdS [ahílesy para acortar cl tiempo dc e-lución (Hostettmann, 1< et
<it 1 <)Me)
Lii la cmcn’ííatoqmaiia flash sí’ p i-ttl establ xer aria relación entre cl tamnano de
o 45.ím.íía y la carítidad (le- fase estacionar’ia mice-sana para c bten un : ueno
nesultad{ s estos <latos junt&.) con los valore. orientativo paní la re< egida d - Ira-
cí=>rws y el wilunw¡’í que desplaza ciada columna aparecen refkjack e-ti la srg-rrier’í -
te tabla
[háeruo fa¿ K4Wfl Muars Frs~ ,COe.
<ini> AR, a’ 02 A <II
lO 1W -4
2*) 1434(1 4W 14>0
4430 900 16(1 2*)
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MÉTODos [)E ANAUSIS ESTRUCTURAL
1 04 aviarIo. es e-rs la qusrmta y en Lo te nc logia ~o.to ha oend jiui 1 nnev - t~cn’‘a y
cxtemklierKli) el uso de las ya existe-rite la api ación d . Li c. o. 1 o.k los <14 lenack r-. 1*
ís’ssts’símentrri ¿snalstici - ha LI vatIo al ¡-so cxt ~ oso le n’iekxb CO 0 2 Ii tr rs f <imada d . F ‘se’ ‘~r
í~dra pro<lrsc ir las nuevas téursso.ns espedr<:e-in:sp’Sa de- infamo y do.’ r’e’s<’~-narscoa mi -
De st >í de 1:í o tú: isIrlas s’ná.s istisles para la detir rmnona”ión estructural de nrode-cí. o- o.] ‘ t& :‘ -
O 5<2 I’5 Ii >“~ o gí den te-s
1 - ¡.spe-ctrututornetrta de- abs’sncwsrs ulisavio tta vi III
2 Es;wctr< socopía de infrarrc
A Espectro. iscopía ile mesonoamí-un o nnaqndtiuís m ud ‘ar
--1 - I:spettn*’>sc<’spia de- mnta >4’
1.- EsPrc-’n-¿oroToMr-ríOA DE ABSORCIÓN ULTRAVIOLETA
VISIBLE
1 a utílszausomí de e-sta técnica con fíroes analiticcí depende- del hecho de que iona -
rnolet:idirsr a orba radus’momses sólo en regiono.- e pecífícas del espectro, en dond. la radoacton
ti vn’ la energía requemída para llevar las nn’ -cuLis a un e, taJo acotado
la absorciórí de radracion ¡lOT mcii ttila’s a ilfi ríqstudess de onda esp.u’f’ -as - ‘ usa freto tn o.
mersie- para el aríd¡‘sois cuantitatovc’ debido a Lo re. “ -sas drecta ‘xsst rote- e-mitre la absorbanco ~ir
¡a ci>4rscersiracii’>ri Lis sersssbmhd iii del ~snal- oro espectrcsnetnco pe.nde- dr. la ¿otisorbancía nro rs
risa íjoe pueda ser ¡sse-dso.to con el grado de- c rt Id
Los dssolwns¡es utsluados en e. pecu fcítcnos=tniadeben cumplir ci rl .s r
4qu otos para -
sisrar resultados uxa ‘tos y au ‘nado’ El scolv ote- escogido d be d :l’~ ‘r la muro. tr<í y de ‘oes
uonspútsbltr mmi 1 > - rnat ‘rkdo.N d ‘ Ir. cubet’’ El ‘ erst o laos boÉon de ‘ - .r r latvia no. <¿te
tranisparersle en It regí ‘in eopectmói d ¡<¡osos ‘ Rita e lar rus pobre- sso - o ‘siSo ~‘ ulí~s it -
e-ss la sss te-rpm ctacss’>4r’í de luís espectro. so <ti t o dat - - ‘tr - lo ¡lM <1 3d (nitO o. - nc
0
*~ rnsfe-yi’ ¡nro a ‘su It e ¡optad r41 maviole-ta de-o contor es dat r, Lo Li )not~ siud 4 onda a la cosa] la
>1lIS sc s’ii cl-o.d Si ter 5 te- ‘s*dt> toe apor~xi*i’i¿i a w’oia osilo. ‘íd drí ‘ib-sontos cmo
thía vez se-le-cusí (nado.) el s:4wr’ste- cori Loa ca-rae, r t’ - fi ‘‘ y e. ~; :imar o e-s’oo.:sn’ne-r’ote-
orsduaLo’s, debe- tenerse- en cuenta o ¡. o eta La curva de- a - ‘ebrios ce 1’ dvron e- r o - -~
te-roer pWo(5 oh’ iíflp*tTfla-to extraña en Los r’soqo -rs tropo. tral cl’ sri és
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2.- EsPEc-FROSCwÍA DE INFRARROJO
La reqi sn del infrarrojo del espectro electromagnético se extiende desde el extremo del
e pectn vi. tbk hasta la región de las microondas- Esta región incluye radiación de longitudes
de onda ci rnprendidas entre 0 7 y 500pm
La espectro. -opia de infrarrojo implica un examen de los modos vibracionales y rotatorios
de to. roiton y flexión de los ¿tornos en una moléculas- En la interacción con la radiación infrarroja,
p~ rt - d’3 La rao.tacÉSn 1 ickierste es absorbida a longitudes de onda específicas, la multiplicidad
d ~i racione, que-o. unen simultaneamente produce un espectro de absorción muy complejo
‘fi í;aracteri tito sólarnente de los gnspos funcionales que están presentes en la molécula
y de ‘-‘ mitigo .ocsót’s gí ka] o.le la molécula -
LI e ‘po ‘tro cte intrarrolo de un compuesto es esenciaJmente la superposición de bandas de
a ción o.k sus gnspos funcionales especificos. aunque las interacciones débiles con los
R ‘orr os circundante de la molécula le confieren un sello de individualidad al espectro de cada
(00<4 ¡esto Para ‘lanáisí. cualitat¡vo. uno de los irsejores aspectos de un espectro de infrarrojo
go la a rnzión o no absorción, en regiones especificas de frecuencia, puede correlacionarse
con n’~sno ntros ‘specifscos de estiramiento o de flexión y, en algunos casos, con la relación
ir e k grupo-o y ‘Ir sto de la molécula.
Cuando se- u-st- sprera un espectro, es posible establecer que ciertos grupos funcionales se
encue.ntna prcos ‘ntes en la molécula mientras que otros no están. A veces con sólo estos
datc - se red ~e-nmucho las dsfrrentes posibilidades de identidad, de manera que por compa-
ración d 1 e. po. ‘tro con patrones de sustancias puras podemos llegar a la determinación es-
tructo-’ 3-it muestra problema
3.- ESPEc-rRosCop¡A DE RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR
La espectr soro-pos d resonancia magnética nuclear (RMN o NMR en terminología
o -roa~o. - permore identificar configuraciones atómicas en las moléculas por la absorción
ir - - Y oea de ener@ por núcleos que giran dentro de un potente campo magnético.
1 ‘a o-Att u ~amo odia <o Los acción ch un campo magnético, ciertos núcleos, como 5H (nos
mote mo. - otsf - ir ‘3 número de protones presente en la molécula> y ‘-5<C (nos acerca a la
cli ‘od c ón o. -4 p col - molecular>, se comportar’s como imanes, tendiendo a onientarse
O “5 <‘fi -uv’one pocosbie Ls alineación que proporciona mayor estabilidad, es aquella
en la que el mc’ .-n o lnétsco nuclear está orientado en la misma dirección que el campo.
(~:Ifie-~-(5Ifi> estos flfi5~ loo ‘me sorne e o a s radaciáis con radiación ClCirtror’naqnéticts de energé
a la 0< r ia entre arriba, aloneacio. nes. se produce una transición de un
e~O’te-dúo ~oo-tío. ae- a; ‘U tve 1 ñool RMN Es decir, La técnica RMN cuantifica la energts
rse~o~aoo,’i para o - esto’ r en cori -r da] campo a dichos ntsckios La cantidad de energb reque-
r’sda ~:ssmraprodooesr Lo lii ion de <sri ríndeo particular depende cíe factores como son: inten-
fi \- ¡ Ñti-.¿La F4o*~«4s4co
sidaddel campo, configuración electrónica que rodea el núcleo, tipo de molécula e interacciones
moleculares.
Para la mayor parte de las necesidades, los espectros de RMN se describen en términos de
desplazamientos químicos y de costantes de acoplamiento. Los núcleos son sometidos a la
influencia de un imán, produciéndose distintas orientaciones de las moléculas con respecto a
los campos magnéticos externos o internos.
El desplazamiento químico depende de la distribución electrónica que rodea al núcleo,
pudiéndose producir un ligero apantallamiento con respecto al campo aplicado.
Los núcleos pueden interactuar entre si, produciendo desdoblamientos mutuos de las lineas
de resonancia formando multipletes, lo que se llama acoplamiento espín-espín (J>. La intensi-
dad del acoplamiento se determina por el espaciamiento de los multipletes y se expresa en
hercios. Los acoplamientos protón-protón en compuestos alifáticos generalmente se transmi-
ten a lo largo de dos o tres enlaces, sin embargo, cuando incluyen sistemas insaturados, se
intensifican los acoplamientos entre protones a gran distancia.
La aplicación de la técnica RMN para el análisis estructural de compuestos, se basa po-mci-
palmente en las correlaciones empíricas de las estructuras con los desplazamientos quimicos
observados y con las constantes de acoplamiento.
Los disolventes que se utilizan para estas determinaciones son deuterados, se sustituyen los
átomos de hidrogeno por deuterio para evitar así interferencias de los protones del disolvente.
4.- EspEcTRoscoPiA DE MASAS
La espectroscopia de masas es uno de los métodos analíticos de aplicación más generaliza-
da, aporta información cualitativa y cuantitativa acerca de la composición atómica y molecular
de materiales orgánicos e inorgánicos.
Un espectrofotómetro de masas es un equipo que produce particulas cargadas eléctricamente,
constituidas por iones completos fragmentarios procedentes de una molécula original, capaz
de separarlos de acuerdo con su relación de masa a carga- El espectro de masas es un registro
de los números relativos de los diferentes tipos de iones que resulta ser característico para
cada tipo de compuesto, incluyendo sus isómeros.
Las principales ventajas de la espectroscopia de masas como instrumento analítico se en-
cuentran en su sensibilidad aumentada sobre las otras técnicas analíticas, y en su especificidad
para la identificación de compuestos desconocidos, o para confirmar la presencia de com-
puestos conjeturados en una preparación.
Para la identificación de un compuesto, la información más importante la constituye el
peso molecular. El espectrómetro de masas es el único, entre los demás métodos analiticos,
que proporciona esta información con muy alta exactitud, hasta cuatro cifras decimales si se
utiliza un espectrómetro de alta resolución.
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DEL PROCESO
INFLAMATORIO
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AS enfermedades inflamatorias constituyen hoy en día una de las principales causas de
absentismo laboral, con graves repercusiones clínicas, socioeconómicas y psicológicas para la
sociedad. Se trata de un mecanismo de defensa del organismo frente a diferentes agentes
patógenos, tanto exógenos como endógenos, que tiende a recuperar la función del tejido u
órgano afectado por la agresión.
El conocimento de la inflamación por el hombre, se remonta al siglo [(dc-),cuando Celsius
describe por primera vez estos transtornos, englobándolos en cuatro signos cardinales: calor,
rubor, tumor y dolor. l-[oy en día, son conocidos ya los fenómenos fisiopatológicos que aca-
rrean la aparición de estos síntomas. Como mecanismo de defensa del organismo, se origina
un incremento del riego sanguineo, con la consiguiente vasodilatación, provocando calor y
rubor en la zona afectada. Asimismo, se produce un incremento de la permeabilidad vascular,
con extravasación plasmática y migración celular, lo que origina edema y tumor. Por estimulación
local de los receptores térmicos, mecánicos y químicos se desencadena el dolor característico
de las lesiones inflamatorias, que pueden degenerar en la disminución, e incluso, pérdida de
función en la región afectada. En todas estas alteraciones están involucrados elementos celu-
lares y vasculares del organismo, así como diferentes mediadores químicos de la inflamación-
Si el organismo reacciona de una manera proporcionada frente al agente agresor, o los
síntomas son suprimidos por agentes terapéuticos, el estado no llega a ser patológico, y a
menudo no se manifiestan trastornos mayores. Sin embargo, en ciertas circunstancias, son
elementos de los propios tejidos del organismo que reaccionan de una manera anómala,
pasando el sistema de defensa a producir lesión, y formar parte intrínseca del proceso
inflamatorio. Se trata de una desmesurada respuesta del sistema inmune, que desemboca en
las enfermedades inflamatorias crónicas, como asma y artritis reumatoidea.
Para abordar con mayor detalle los mecanismos involucrados en la inflamación, considera-
mos por separado los aspectos celulares y vasculares que acontecen en estos procesos, asi
como los mediadores químicos que participan en ellos. Por otro lado, y dada la mayor reper-
cusión tanto clínica como socioeconómica sobre la población, profundizaremos más en el
estudio de los procesos inflamatorios crónicos, donde los mecanismos inmunes dcl organismo
juegan un papel crucial.
¡fi
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ASPECToS CELULARES Y VASCULARES
CotM 410 St ot ns-srm apare-te una lesión tssular como consecuencia de una agresión
‘o. <¿Mi) 5 M ‘so ‘-st is en 1 endotelso vascular y en el movimiento de células del sistema
v’sorntose-, ~sses<tan si - isa] 5 por hferentes sustancias, como toxinas bacterianas, enzimas,
-<ox tito ross to’ r, etc
Frs un - orn’ -<¿taj. o. sc nt ce una intensa vasodilatación, con aumento del flujo sanguineo,
e sso.. e nénto de- Ii permeabd- lsd vascular en la región afectada. Esta situación anómala,
pooÑoca oes mo ~r seto o.’ de Lo adh-e’4so. rs celular y de la extravasación de moléculas que en
os o-sosos no <¿do no etrwoesan lo-o capilares (proteinas plasmáticas, leucocitos,.), origi-
orno -1 ‘o y de-ma Esta rs iqnación celular es favorecida por la acción quimiotáctica de
iost’’o .t Nnto’s ‘ <2> ss como ndóqen&, que se unen especificamente a receptores celu-
fi n r ‘‘oc E kst <o
roto. quomiotácticos pueden ser, bien sustancias liberadas por
no roo nssnc¡s ( orno 1 pÉ~tdo f >rniil—mnet-leu-fen), o bien liberadas localmente por el
U ‘ - ‘tad , ir mor’ f sto. r activad’ r de plaquetas, LTB4, factor de complemento, etc...
A en’ A ‘‘ - o. ¡ roto pri r - tad~o de la inflamación aguda juegan un papel fundamental
tos knscoxotos pu-~s’ s fo -learoro. furídanwntalmente de tipo neutrófilo, y los mastocitos.
Btsts oottomas c ilas, -1 ntrar en contacto con un cuerpo o situación extraña, son capaces de
so :horo’ - 1 - “ So de mnedsakyres vasoactivos a la zona dañada, que contribuyen a agravar
ttrisx’í extor nc Co-uso importantes mediadores a este nivel, cabe destacar la acción de
O toar mo se-o ortos meto boLlos del ácido araquidónico, etc., y cuyo estudio abordaremos
no rna,’ e o. 454k más adelarote,
so - -‘u PMN son U cutuias tipocas en los procesos inflamatorios agudos. Circulan
a mas-en “o pOr 1 to.orr ,nte sanquinteo, y responden de una manera más rápida en la
nr <¿to E tos. st ‘5, po. -n en sos membrana receptores específicos para el factor de
t Á.fiItOC(’’f ve ec’ La unión entre el agente agresor y la célula. Los neutrófilos
04’ ‘:e’í pote so mcm c¡t <¿s. de englobar tejido de desecho y sustancias extrañas, y
o - 4 ‘ ~ir- nales, — nosdes. , que contribuyen a dañar el tejido. Todo este
P’o4o <2e-~ifi4t1 r usen un levado consumo energético, lo que conlíeva la aparición de
‘rsodscode-’i dores a nc o zstíos o~ 4 ‘nados, tóxicos igualmente para las células.
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HISTAMINA
La histamina fue el primer mediador químico identificado, y es, junto con la serotonína, el
primero que aparece en la región afectada- Se almacena en forma de granulos fundamental-
mente en mastocitos, localizados en mayor proporción en piel, pulmones y mucosa intestinal,
mientras que en sangre circulante se encuentran presentes mayoritariamente en Insófilos.
La histamina es capaz de producir algunos de los síntomas tipicos de las reacciones
inflamatorias y de hipersensibilidad, como vasodilatación, incremento de la permeabilidad
vascular, contracción cíe músculo liso,... Actúa a través de receptores específicos que son de
dos tipos, H1 y H2. La activación de los receptores l-l~ provoca un incremento en los niveles de
Ca
2” citosólicos, mientras que los receptores H
2 estimulan la adenilatociclasa, con el consi-
guiente aumento en los niveles intracelulares de AMPc. Por otro lado, los receptores H1,
localizados en humanos en gran proporción en musculatura bronquial, son los responsables
de ‘la contracción muscular típica del asma bronquial. En reacciones alérgicas y asmáticas, se
produce una súbita e importante liberación de histamina desde los mastocitos, que desencade-
na los sintomas caracteristicos de estas enfermedades.
SEROTONINA
La serotonina ó 5-hidroxitriptamina (5-HT) fué identificada por primera vez, como la sus-
tancia constrictora cíe la fibra lisa intestinal aislada de células enterocromafínes. De hecho, en
mamifenos el 90% de la serotonina se localiza en el sistema enterocrornafin, y el resto en
plaquetas y SNC. Su capacidad para incrementar la permeabilidad vascular es considerable-
mente superior a la de la histamina.
A nivel del SNC, se han propuesto dos tipos de receptores post-slnápticos: 5-HT-1 y 5-
HT-2- La activación de estos receptores estimula la adenilatociclasa, y aumenta el AMPc
MEDv~DomBs CELULARES DE LA INFLAMACIÓN
Las consecuencias bioquímicas que forman la bese de la inflamación aguda, son desencade-
nadas por un número de compuestos con estructuras químicas diversas, y denominados gené-
ricamente «mediadores de la inflamación». Una definición amplia de mediador es la de un
compuesto que contribuye total o parcialmente al desarrollo de algunos de los signos de la
inflamación. A continuación, profundizaremos con mayor detalle en los mediadores más im-
portantes y estudiados hasta el momento.
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intra’-ehtar, que a su vez induce los cambios de permeabilidad iónica responsables de las
acciir}n ,- de la serotorsina -
En la migraña, la serotonina tiene también un papel importante, contribuyendo a la
v’ssoc ~ mcci ~ninicial, y e timulando la síntesis de prostaglandinas.
¡<mINAS
Laso Losninas son un grupo de polipéptidos, ampliamente distribuidos por todo el organismo,
que son ;inmenzado’ a partir de precursores plasmáticos, los kininógenos- Poseen tsna breve
~sdar. ~daal ser- metabolizarlas por el sistema enzimático de kinasas a péptidos inactivos. Se
trata ch mediadores que intertienen directamente en el proceso inflamatorio, y en diversas
r’acciones inmunológocas. Las kininas, como bradikinina y kalidina, son los más potentes
va odílatador so arteriales que se conocen (10 veces más potentes que la histamina),
mcrtrrwnt, rodo además la permeabilidad a nivel capilar-
En la actualidad. sc acepta la existencia de dos tipos de receptores, B5 y B2, presentando la
bradsldni mayor afinidad para los receptores B2 Esta kinina activa la fosfolipasa 2 de la
rngmbran’o, y parece ser que además, por otra vía indirecta, favorece la síntesis de
prosLtoqlandinas A pesar de los inexactos conocimientos existentes sobre su mecanismo de
acción, la- ksnsna, pucheran interferir con el Ca
2’ iónico.
FJCOSANOmES
Para refenrse globalmente a todos los metabolitos del ácido araquidónico, se utiliza la deno-
oninactón o.k -e~c sanosdes» (eicosa~veinte>, que hace referencia a derivados de ácidos grasos
Is-ksatuirat -- con 20 átomos de carbono -
Fue en 1935, cuando Von Euler denomínó «prostaglandina» a una sustancia liposoluble,
pi- nte ~nel liqusdo stmsnal humano, con actividad vasopresora y contracturante de múscu-
lo. bso A&o,ry ás tarde se demostró que la prostaglandina no era una única molécula, sino un
‘~ ~rdaskrogrupo de uistanc’la,s biológicamente activas. A partir de este momento, se intensifi-
- oso lo.-’ el ‘ros en este terreno por parte de numerosos grupos de investigación, estudios
rs,’ oadois por la irrwormarte inrsplicación de los cicosanoicles en procesos fisiológicos y
orco Oc n~drsIt insodonciaclinica
EL en ‘ son de sobra conocodeiso las rutas metabólicas que desembocan en la generación
o 2 Mo.’ <st e ir rmtst’srrdose ad ms. rs Lo literatura especializada, la aparición de nuevos
sales --s - ti-u r- s,’ ~norrenqu ‘mt -rvosmen en las mismas. En el hombre, el precursor de
Ko-~ ‘rut zS mr so io ote u ‘.1 ¿ido anaqusdóníco, cuya liberación se considera un factor
rñtant-r o.k ‘u - 5flt’~ 1. En la figura LA se muestra de manera esquematizada esta ruta
set . :4w o -ene -:id- nno la -cascada del ácido araquidónico».
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FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA{
Ácido Araquidénico
Lípoxígenasa Ciclooxlgenasa
5-ilPETE PGG2
GIuIa~lon peroxidasa
5-HETE
LTA
IIIdnIz>...fit%-~Guta~ion 5-(ranstcnu
LTB4 LTC4
4GluIamIl IranspeplIdasa
LTD44, ClalelcIl ¡IId¡ia¡a
LTE4
TXB1
FIgura 13-- Metatulismo del ácido araquidónico. Ruta de la cicicoxigenasa y 5-lipoxigenasa
El ácido araquidónico se encuentra formando parte de los fosfolipidos de las membranas
celulares, generalmente en forma esterificada. Su liberación puede ser inducida por estímulos
quirnicos, térmicos, hormonales,..-, y supone la hidrólisis de esa unión por la acción enzimática
de la fosfolipasa A2, aunque pueden intervenir también la fosfolipasa Cy D en unión con otras
lipasas. La actividad fosfolipasa A2 es calcio-dependiente, por lo que se acepta que los estímu-
los de producción de eicosanoides, condicionan inicialmente un aumento del Ca
2~ intracelular
Una vez liberado, el ácido araquidónico puede ser metabilizado por diferentes sistemas
enzimáticos, dando lugar a los esqueletos básicos de eicosanoides. Estructuralmente, se deno-
minan prostaglandinas (PGs) a los eicosanoides con un anillo de ciclopentano, tromlrxanos
<TXs> con un anillo oxano, y leucotrienos (LTs), eicosanoides que carecen de anillo, y poseen
tres dobles enlaces.
Por la acción enzimática de la prostaglandin endoperóxido sintetasa, con actividad
ciclooxigenasa y peroxidasa, se originan los endoperóxidos cíclicos, PGC
2 y PGH2- La activi-
dad ciclooxigenasa de este enzima origina la PGG2, compuesto muy inestable, que por acción
peroxidasa pasa a PGH2, En este último paso, se liberan radicales libres, grupos altamente
reactivos e involucrados también en la fisiopatología de la Inflamación. La PGH2 es también
muy inestable, y puede transformarse no enzimáticamente en PCE2, mientras que por la
acción de los correspondientes sistemas enzimáticos, Isomerasas y reductasas, se originan la
PGD2, PCE2 y PGF20, respectivamente.
flombonno sIntetasa
Ill¡dr.perexIdass
PGII1
PGD2
P-redud¡,a
TXA1 PGI2 PGE2
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El erx-lopÉrróxido ciclico PGI-12 es también reconocido como sustrato por otros sistemas
enzimAticos- Así, por acción de la Iromboxano sintetasa se transforma en TXA2, producto
biológicamente muy activo, y aislado inicialmente en plaquetas- Pero el TXA2 es muy inestable
n una vida media de 30 segundos), y por hidrólisis no enzimática pasa a TXB2, eicosanoide
xmpl cad en muhiotid de procesos fisiopatológicos del organismo. Por acción de la prostaciclin
s nteta a, la PCH0e transforma en PGt o prostaciclina, compuesto igualmente muy mesta-
ble, que por hidrólisis no enzimátíca pasa a 6-ceto-PCF10, o por deshidrogenación a 6-ceto-
PCE1
La otra gran vsa de degradacion del ácido araquidónico por acción de los sistemas enzimáticos
lspoxsg ~r~va’(LO), generan la formación de LTs, elcosanoides así denominados al ser aisla-
doi por pnrnera vez en leucocitos, En la actualidad, se acepta la existencia de tres tipos de LO,
~ LO, 12 LO y 15--LO, que metabolizan el ácido araquidónico en productos biológicamente
act¡v r Por acción de la 5-LO, el ácido araquidónico se transforma en ácido 5-
hrdr peroxí -¡cosatetraenoico (5--HPETE), mientras que la 12-LO y 15-LO, generan el 12-
HPETEy IS LIPETE, respecttvamente Pero es el 5-HPETE el precursor de los LTs, quizás los
mr - - srnportantsrs cicosanoides biológicamente activos-
El 5 HPETE puede ser degradado enzimáticamente en el 5-HETE. 6 en un 5,6-epóxido
írwotable con cido o. nno LTA4 Éste puede ser metabolizado por dos vias. Por la acción
fi~fifl nátsca d’ una hidrola-sa. pasa a LTE34, el más potente de los agentes quimiotácticos,
mi ‘nitras que pon la acción de la glutation--S--transferasa, se genera el correspondiente deriva-
do glutar suil, el LTC4, primer precursor biogenético de los peptidoleucotrienos (LTC4, LTD4 y
LI’E~) El LTLt se forma rápidamente a partir del LTC4, por eliminación del ácido glutámico,
m’ ‘ntra. que la posterior incorporación de glicina, origina el LTE4. Estos peptidoleucotrienos
son k constituyentes de la sustancia de reacción lenta de la anafilaxia (SRS-A).
Más recienten—tente, se han descrito una nueva serie de derivados oxigenados, formados a
partir del ácido araquidónico por la acción coordinada de la 5-LO y 15-LO. Se trata de
compuestos de tipo tnihklroxitetraenos, denominados genéricamente lipoxinas, y con impor-
Untes repercusiones br 54ógscas (Senhan, Cii et aL 1984; Ueda, N. et cl. 1987; Conti, R et
<1! 199()j
Los -o-sar o-odas en general, van a estar involucrados en numerosos procesos fisiológicos
y ~án-a0o1do.pcos del organismo, aunque aqui nos ceñiremos a los aspectos relacionados con
1’ so ni ‘taxis rnos onmunológicos e inflamatorios. Se trata, quizás, de los más importantes me-
dado. - unpk - en los mismos.
U ir rpectj a toso eicosanoides de la ruta de la cicloaxigenasa, las PGs de la serie E y la
PC z~n po.’ ‘‘ agentes vascdlatadores por si solos, y también presentan efecto sinérgico
- in con >. srs diado-re , como histamina y brad¡k¡nina. Además, potencian el efecto
o sa fmeat dc de permeabilidad va, cular de éstos. Parece ser que este efecto vasodilatador de
1-sc , la - ‘clon de otros agentes, como el factor de complemento C~ y el LTB1, los
c:uaks ausoan st-orne aswnt ‘so qurrnoot cticos de neutrófilos. Estas células, por un mecanismo
krttta ~riv>rapD’co ito’ío.. ‘1 fi>fi producen a su vez un incremento en la permeabilidad a nivel de
iurL~ LI lutan ‘e en Lo pi-educo <ox de f>G12 y TXA,, otro importante mediador de esta ruta,
- ce r’- U ~v’
4osc- . sn la uit racaón entre plaquetas y endotelio vascular. El TXA
2 es un
Ns rU etano (Whrttle, B J E, et al, 1983), mientras que una disminución en
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la generación de PCI2, implica un descenso en la adhesión leucocitaria al endotelio vascular. El
TXA2 es además un importante agente broncoconstx-ictor (Williams, T.J. 1983)-
Las implicaciones de los Lis, eicosanoides de la otra ruta de la cascada del ácido araquid6nico,
sobre la fisiopatología de la respuesta inflamatoria, han sido ampliamente estudiadas durante
la última década. El LiB4 es el más potente de los agentes quimiotácticos de neutrófitos,
favoreciendo además la agregación de los mismos (Bray, MA. a al. 1981). Produce también
extravasación plasmática, y se ha comprobado que, en células pulmonares de cobaya, estimula
la fosfolipasa A2 <Piper, P.J. 1983; Elliott, GR. a cl. 1991)- Los peptidoleucotrienos (LTC4.
LTD4 y LTE4), constituyentes de la SRS-A, son importantes mediadores en los procesos
asmáticos. Son agentes broncoconstnictores, más potentes que la histamina, e influyen en la
secrección de mucus en vias respiratorias inflamadas (Bray, MA. 1986). Aunque su papel en
la inflamación no está aún del todo claro, parece ser que las lipoxinaspueden estar involucradas
en la modulación de reacciones inmunológicas, al afectar a receptores especificos de LTs
(Conti, P. et al,, 1991).
FACTOR ACTIVADOR DE PLAQUETAS (PAF)
Se trata de un fosfolípido de reciente aparición, con un amplio rango de actividades
farmacológicas, y capaz de reproducir sintomas de la inflamación. Es sabido que todas las
células afectadas en la respuesta inflamatoria, son capaces de sintetizar PAF, pero es produci-
do fundamentalmente por plaquetas.
Uno de los principales lugares de actuación del PAF parece ser la microvasculatura, provo-
cando incremento de la permeabilidad vascular, y generando edema tisular (Prescott, S.M- a
al. 1990). También estimula la agregación de PMNs, liberación de LTs y enzimas lisosomales,
y generación de anión superóxido (Lundgren, J.D. a al. 1990). Está implicado también en la
patogénesis de enfermedades asmáticas, estimulando la secrección de mucus en el tracto
bronquial (Monley, <1 1986).
INTERLEUCINA- .1 (Ib 1)
Se trata cíe una glicoproteina de elevado peso molecular, que se encuentra fundamental-
mente en macrófagos, aunque también la pueden sintetizar otrascélulas, como queratinocitos,
células endoteliales, etc.-. La IL-1 posee un amplio rango de acciones sobre diferentes células
implicadas en la respuesta inflamatoria. Es un potente agente quimiotáctico de neutrófilos. y
estimula la liberación de enzimas lisosomales y eicosanoides. También activa el consumo ener-
gético celular, lo que genera la formación de productos oxigenados altamente tóxicos para las
células.
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Pero, donde realmente la IL-l tiene mayor implicación, es en la físiopatologia de enferme-
dad., inflamatorias crónicas, como es la artritis reumatoidea. Juega un papel fundamental en
la ~ndustcrónde la respuesta inmune, facilitando la reactMdad de linfocitos i y B frente a La
pre ristra de un antiqeno Estírnula La proliferación de fibroblastos, incrementando la síntesis
de c geno En ciertas ocasiones, puede favorecer el catabolismo de tejidos, con destrucción
mu uit degradación de cartilago, y reabsorción de hueso, signos típicos de estados
inflan-ratono- crónocos (Wood, DO. et al. 1983)-
SIsTEMA DE COMPLEMENTO
El it ma de compksrnento es un conjunto de cerca de 20 proteinas séricas diferentes,
mn -ha-so de laso cuales son precursores enzimáticos, y que intervienen en una amplia variedad
de proc - - vi fn ropatológicos del organismo, entre ellos reacciones inflamatorias e inmunes.
La asttív’ íón de e, te SL t rna implica La interacción secuencial de las proteinas, dando lugar a
1< so -4 iorc, de complemento, de vital importancia en estos procesos. La activación del
con» lamento se produce por una reacción antigeno-anticuerpo, por la agresión física a la
c’kda obten ante Li presencia de polisacáridos de las membranas bacterianas, estos mecanis-
meso d ~ser’scd’2nante’ sr. lo que se ha denominado la ruta clásica, sin embargo la activación se
puede deber a otros mecanismos.
Dentro de los factores de complemento de importancia en la inflamación, destaca el factor
C1~,, responsable del fenómeno de «opsonización. Activa poderosamente la fagocitosis, tanto
de neutrót corno-de macrófaqos, ya que es capaz de actuar como unión o anclaje <«opsonin»),
entre la cluk y el agente agresor Son de relevancia también, los efectos del factor C~, que
activa arr batos y baséfilos, estimulando la liberación de histamina y otros mediadores de la
‘r ‘irnación El factor C~ es también un importante agente quimiotáctico celular.
RAD¡cÁirs UBRES Y QUGOELEMENTOS
Lo r ases lorbres de oxigeno son producidos continuamente por las células como conse-
cia- —sa del rneoabohsorno, y corno mecanismo de defensa frente a la agresión de agentes
- u ‘-e o radia kirie
1 r - Isbres se originan a nivel endógeno por activación de un enzima o sistema
en-r~st<> qite iatrcarnente corresponderla a
ss Ix ~ (O ) - %fordacíói~ oxklatíva en la mitocondria Xantina oxidasa
NADP oxidasa en membrana de neutrófilos.
• Rs ‘ bino lfifil <01-1) - Reacc’ n de Fenton (sobre la superficie de las proteinas)
• ‘fi 1 ¿fi 10 r trwo (NO> - Óxido nítrico tnitetasa
ev - - hidr~qeno (HO) Superónlo dismutasa Monoamino oxidasa (cerebro)
{ EW.Ao LI Noa’so
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El anión superóxido se genera como consecuencia de reacciones metabólicas del ácido
araquidónico por la via de la ciclooxigenasa (Braughler, J.M- eL cl. 1989) y por acción de la
NADPH oxidasa de la membrana de células fagocíticas (leucocitos polimorfonucleares,
monocitos y macrófagos). Este radical tiene una reactividad moderada en medio acuoso, pero
en presencia de peróxido de hidrógeno da lugar a radicales hidroxilos (Halliwell, B. eL al.
1984>, considerados como los verdaderos iniciadores del ataque a ácidos nucleicos, cadenas
laterales de aminoácidos en proteinas y dobles enlaces de ácidos grasos insaturados
(Summerfield, F?W. a al. 1984). Esta acción tóxica sobre el organismo provoca la destrucción
de células endoteliales y aumenta la permeabilidad vascular (Síater, TE 1984>, y si no es
controlada rapidamente podria afectar a la integridad y la funcionalidad de la célula.
Mientras el radical superóxido y el peróxido de hidrógeno son señales celulares que inician
la expresión de citoquinas proinflamatonias, los radicales hidroxilos son potentes inductores
de la despolimerización y degradación enzimática de la matriz extracelular, tanto por ataque
directo de sus biopolmmeros como por la inducción de metaloproteinasas-
La reacción de transformación de radicales superóxidos en hidroxilos es un proceso redox
denominado reacción de Fenton, que requiere catalizadores metálicos como el cobre cuando
éste se encuentra libre en el medio- Estas reacciones pueden estar asociadas con fracciones de
membrana mitocondrial, microsomal o peroxisomas.
O) + C& 4 ~2 + Cu”
Cu” + H202 4 Cu
2 + 0H + 0H
Los radicales libres de oxigeno intervienen en procesos Inflamatorios a varios niveles:
• Favorecen la infiltración de neutrófilos (Cochrane C.C. 1991>
* Intervienen en la peroxidación lipidica (los ácidos grasos de las membranas son
oxidados a hidroperóxidos)
• Alteran la actividad de la fosfolipasa, induciendo la liberación de ácido araquidónico
• Bajas concentraciones de hidroperóxidos activan las enzimas ciclooxigenasa y
lipoxigenasa
• Altas concentraciones de hidroperóxidos inactivan la cicloexigenasa y lipoxigenasa
(Halliwell, B- eL al. 1993>
* A nivel extracelular degradan el ácido hialurónico y colágeno-
SIsTEMAs DE PRoTECCIÓN FRENTE A RADICALES UBRES
En los organismos vivos existen unos sistemas de protección frente a estos radicales libres
que tienen acción antioxidante. Los antioxidantes son compuestos que inhiben la peroxidación
Jipídica por interferir en la cadena de reaccIón de la peroxidación y/o por captar especies
reactivas de oxígeno.
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Entre los sistemas de protección destacamos
Sistemas enamáticos - Superóxido dismutasa (SOL>), catalasa(CAT), glutation
peroxidasa (GPx).-..
Sistemas no enzlmáticos .- Albúmina
Ceruloplasmina
Vitaminas (tocoferoles, vitamina C.-.)
Glutation y tioles
Oligoelementos <Cu, Zn, Fe..)
Sistemas enzimótlcos
Intracelularmente, 500, CAT y GPx proporcionan tina eficaz protección contra los radica—
les de oxigeno en presencia de pequeñas cantidades de oligoelementos requeridas para la
sintei de estas rnetaloproteinas.
En fluidos extracelulares la actividad enzimática es casi inexistente y las defensas antioxidantes
dependen principalmente de la regulación a través de reacciones tipo Fenton.
La Superáxido dismutasa (500) juega un papel central en el metabolismo de los radica-
kiso libres de oxigeno (Wagner, R H. 1994) convirtIendo el radical superóxido, una especie de
ruiativarnente baja reactividad que no atraviesa la membrana, en peróxido de hidrógeno que
atraviesa fácilmente las membranas (Gutteridye, JMC., 1990). Por otra parte el radical
superóxido actúa directamente inhibiendo tanto la catalasa como la glutation peroxidasa y
sobre el óxido nitrico formando no enzirnaticamente peroxinitrito, que es neurotóxico.
En presencia de metales como el Fe~ o de SOL>, el peróxido de hidrógeno se convierte en
radical hidroxilo, altamente reactivo, por eso cualquier incremento significativo de la actividad
SOL> deberla acompañarse simuitaneamente de un incremento en la actividad catalasa y/o
glutation penoxidasa
Exi ti¡n distintos tipos de SOL>, todos ellos conteniendo metales en su composición
* CuZnSOD dímero
CuZnSOD tetrámero
• MnSOL) tetrámero
El ow ¡Ide las celulas cucaniotas contienen una SOL> de un peso molecular de 32-000 (fue
la pnmeta SOL> destnta y se conocía como eritrocupreina) formada por dos subunidades
‘nl -‘a y qu. contienen un átomo de Cu<ll) y otro dc Zn{1l> por subunidací. Los dos metales
vtA pnÉ irnos, unid< s por un liqanolo común que es el anillo imidazólico de la histidina 61. EL
peróx o’ Ii roqeno puede reducir el Cu2 pero puede inactivar irreversiblemente el enzima
sí e¶t44 y en concentraciones superIores a 10pM. A nivel mitocondrial existe una proteina
It - qnre contiene 2-4 át nos de Mii con un peso molecular de 85000. Se ha encontra-
do t rri- tú -rí el cito-id de c 1lulas de primates. La enzima mitocondrial puede ser la más
“ti a sí pievencion del daño oxidativo crónico porque el sistema de transporte electrónico
e-’ la rn¡í’, ir fuente de superóorodo iii vivo, de esta manera todos los tejidos están constante-
- st -tic] ¡u’ a pr<x- - os oxidauvos
/
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A nivel extracelular existe una tercera isoenzima de la SOL>, es una glicoproteina tetrámera t
que contiene 4 átomos de Cu y posiblemente cuatro átomos de Zn.
‘--‘
La Catalasa (CAT) es una hemoenzima tetramérica en la que el átomo de Fe realiza el >4
intercambio redox. Se encuentra en hígado y riñón y en muy pequeña proporción en tejido
conectivo.
La Clutation peroxidasa (GPx), es una proteina tetrámera que contiene cuatro átomos
de selenio, necesitando como cofactor al glutation reducido (GSH>. Actúa cuando la concen—
tración de peróxido de hidrógeno es baja, ya que si es elevada actúa la catalasa-
La Glutation i-eductasa es la enzima que permite la recuperación del glutation reducido “‘4‘¡fi
desde la forma oxidada (GSSG).
Sistemas no enzimáticos
Albúmina.- Es la proteina más pequeña y más abundante de las que contiene el plasma-
Se sintetiza en el hígado. Puede unirse al cobre e inhibir la peroxidación lipidica dependiente
de éste y la formación de radical hidroxilo. La albúmina también es captadora de HOCI (pro-
ducido por la mieloperoxídasa en las células fagociticas> y protege a la alfa-antiproteasa (inhibidor
endógeno de enzimas proteoliticas como la elastasa)-
Ceruloplasmína.- Es una proteina que se sintetiza en el hígado incorporando un átomo
de Cu a un resto de cisteina de la molécula, distribuyéndose posteriormente en el líquido
plasmático. Esta proteina junto con la SOL> son los principales captadores de Cu, impidiendo
que éste se encuentre libre en líquidos circulantes.
Las acciones antioxidantes de la ceruloplasmina se deben a: >1
• Prevención de la formación de radicales libres por via no enzimática. fi
• Inhibición de la peroxidación lipídica
• Captación de radicales superóxidos por un mecanismo similar a la SOD, aunque
menos potente.
Transierrina.- Es la proteina transportadora del hierro. Si la proteina está totalmente
saturada del metal puede dar lugar a la formación de radical hidroxilo, mientras que si está
parcialmente saturada inhibe la formación de este radical.
Vitamina E.- Es un captador de radicales liposolubles que se localiza en las membranas u”
celulares. Una deficiencia estimula la peroxidación lipídica y activa la conversión de GSH a
GSSG. j“¡u
La vitamina E participa en la sintesis del grupo hemo, que forma parte del grupo prostético
de la catalasa, impide la oxidación de grupos SH de proteínas y por tanto previene el daño
celular- 4
El alfa-tocoferol inhibe la protein-quinasa C, la cual es necesaria para la producción dc 02
La vitamina E protege a los carotenoides y a la vitamina A de la oxidación-
uu4’u~fi~
1
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Carotenolda - Son los precursores de la vitamina A, siendo todos ellos antioxidantes
e u:<’i ci La tultarn iA puede estimular la respuesta inmune potenciando la proliferación de
ir 1 y U El ms”ta%xA no del Zn está relacionado con el metaWlismo de la vitamina A
ni de que unía deficiencia d~. Zn disminuye su metaklisrno. Una deficiencia en
u z~ ni nu’ent asta de forma sinérgica provocando malformaciones fetales en ratas.
VkaniAaa C Actúa sin rgkameríte con la vitamina E y el selenio para mantener en
- r - c u’mp~ t xi con grupos SI-l. como el glutation.
GIutaUon y Ilota Totales -- El glutation es un tripéptido <y-glutamilcisteinilglicina) cono—
lo- pon -¡u a idal y> ni ton}ug rse con fármacos facilitando de esta forma su metainlismo;
sir-u emlnwqui el - turno de GSH “neta función sólo representa un 10% del total. Se encuen-
tra en ícurw’u’rntn’ it 4 nr ulirnolares en plantas, Fncteria.s y mamíferos, representando la fuente
mas trnp<urtin$
4 le rin tít no pnot cos El sistema enzimático GSH/GSSG es el princi-
puM sosuutsu’nu’ía redox ccl> ir El (iSEl - - soluble en aqua y no es neurotóxico, representa la forma
so ~rt’íbk ‘u’ usot a, cornpue te liposoluble y neurotóxico.
El glerarion prot - a leso lipídos de la peroxudación y regenera grupos tioles proteicos de
71 teso ‘~ ut#s> ‘so M’zcnánas contienen grupos tioles que det%Jn permanecer reducidos
u’~ue -~ ¡oS o-sin - íoner su inactívación reversible o irreversible.
Ma-so u nl Importante en la regulación de la función línfocitaria. La lilnración de IL- 1
- rx-’ m~ n4u’aq t me un fecto antioxidante indirecto a través de un aumento en la
:rtcú re qkut- ¡un por 1 xi linfocitos (Gmunder, H eL cl- 1990).
¡ u - :orso TIoles Totales incluyen tiol proteínas que están implicadas en la fase
~u-u ca - ¡ctív’c; udelinfu itosí
Á~¡~0 Uñco ‘Es un producto del rnetatnksmo de los aminoácidos por la via de las purinas.
tu-u’ mo - La ch u n de la xantina-oxjda~j que cataliza la formación de xantina a partir
15 u’ u’L ca pr 1 -nt cl degradación de nucleásidos de los ácidos nucleicos.
fi u - 2 - noso irá capacidad para eliminar radicales de oxígeno que el ácido
--fi’ E nc ‘ br de la perokidacíón lipidíca y actúa captando radicales hidroxilo y
- ni mo, se’ ríe a iones de hierro y cobre disminuyendo la concentración
-- ‘-4. .- nulo a-’ la reacciones de Fenton Puede servir como cosustrato oxidable
12 tt’tcau’, “ ladi ‘ací ‘u oxídativa de enzimas endoteliales (ciclooxigenasa y enzima
su’- - ‘fi ~nísnnaJde esta forma protege la capacidad del endotelio de producir
en e de - tr oiudabvo
Olttpn4.incntot - Son xi metales que a dosis infinitesimales son esenciales
e -<su-din ‘~ - e ub - c’ da Loso principales metales que intervienen en Ja
pr csLs~ - it a r’ c - so ‘ ‘u son el Cu, Zn y Se, Los dos primeros participan de este
u’ u u- y~’ ~ ‘sc p’ i’te 1~ wrnun anwi¡<u~íanÉes corno la CuZuSOL> Un déficit de
‘u ua-~ - ca u’ p - ‘~ M r’ fiem~ en ~- ta, ennrnas dando como consecuencia una
~4i$ ‘u”~”’’i-”,u ¡1 id’ - - “ u’so It a te peroxxtacíÑi 1 pidíca Una deficiencia de selenio impíl—
‘u’? ~ ~ ‘~ ‘ fi so ‘~ ‘- lSs’’ 1 ‘la glutation peroxída~, Wamina E, un aumento de GSH
“llu’uV/ 1fi
1’fiAÑ lfifiT#Mt ldau
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El Cu es un oligoelemento que se encuentra en los organismos, distribuyéndose principal-
mente en hígado, riñón, corazón, encéfalo y sangre. Más del 90% del Cu plasmático se
encuentra unido a la cer-uloplasmina, constituyendo ésta el principal sistema de transporte de
Cu, sin embargo los aminoácidos pueden también facilitar al transporte de Cu a eritrocitos. El
contenido de Cu en suero es variable con un promedio alrededor de 9Opg/lOOml de suero, un
4% se une a la albúmina y una mínima parte se encuentra de forma libre. El 60% del Cu
existente en los hematíes está unido a la enzima superóxido dismutasa.
La capacidad del Cu para inducir daño por radicales hidroxilo lii vivo es indiscutible (Stohs,
SJ., et al. 1995>, sin embargo el Cu también tiene propiedades antiinflamatorias reconoci-
das. La formación de radicales por el cobre en presencia de peróxido de hidrógeno, ascorbato
y ADN se previene por el glutation que estabiliza cobre en estado de oxidación (1> previniendo
los procesos redox (Berthon, G. 1993).
Las sales de Cu(ll) reaccionan con el l~l2O2 para formar radicales hidroxilo con una constan-
te de reacción mucho mayor que lo hacen las sales de FeQI). Las reacciones de Fenton catalizadas
por Cu, en presencia de albúmina o histidina, apenas inducen radicales hidroxilos. La natura-
leza de los ligandos plasmáticos unidos al Cu van a jugar un papel muy importante no sólo en
la formación de este radical, sino también en su propia reactividad- Un ligando que se convier-
ta en un nuevo radical libre, bajo ataque del radical hidroxilo, perpetuará la reacción en cadena
amplificando el daño, mientras que si el ligando en la reacción da un compuesto estable,
inocuo, en el mismo proceso podría actuar como un antioxidante. La histidina parece ser el
candidato más serio para desempeñar el papel de ligando endógeno del cobre y contrarrestar
de esta manera la actividad del radical hidroxilo-
El Zn es un oligoelemento indispensable para la vida en organismos animales. Casi un 99%
del Zn total del organismo se encuentra en el interior de las células, mientras que el resto está
en el plasma y líquidos extracelulares- El Zn sérico, que en un 70% está unido debilmente a la
albúmina y a otras proteinas, constituye la fuente de metal para las necesidades celulares. El
contenido sérico de Zn puede variar en estados de hipoproteinemia así como en los estados
de elevado catabolismo como sucede en los traumatismos.
Una de las funciones del Zn es proteger al ADN del daño oxidativo por competir con otros
iones metálicos como el cobre y el hierro, desplazándolos de sus lugares de acción. La elimi-
nación de Zn de los linfocitos T produce fragmentación de AL>N por un mecanismo que puede
implicar a la endonucleasa (contiene un lugar especifico para el Zn) y el Zn la inactiva por
posible competición con el calcio, o por un mecanismo diferente al de la endonucleasa
(proteinquinasa C) y conformación de cromatina.
B selenio es un elemento traza, actúa junto con la cisteina como «parte activa” de la
fi’
glutation peroxidasa.
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INFLUENCIA DEL Cv y ZN EN PRocEsos INFLAMATORIOS
La influencia en los procesos inflamatorios y aririticos del Cu (Sorenson, J.R.J. 1989> y Zn
(Whitehouse, MW. cí al. 1990) ha sido bien documentada tanto en animales de laWratorio
como en el hombre. Un déficit de Cu y Zn altera la actividad de importantes enzimas
antioxidantes, como la citocromo C oxidasa, CuZnSOD, glutation peroxidasa y glutation
transfera.sa, provocando un aumento del daño tisular derivado de la acción de los radicales
libres producidos durante el proceso inflamatorio.
El Cu y el Zn están involucrados en varios procesos importantes de la inflamación tales
como la biosíntesis de prostaglandinas, estimulación linfocitaria y respuesta inmune, debido a
su acción protectora frente a radicales libres.
Se han descrito modificaciones en la homeostasis del Zn, principalmente descenso en la
concentración plasmática, en inflamación localizada (Powanda, MC. et cl, 1973) y en enfer-
medades infecciosas ststémicas (Pekarek, MS. st al. 1975)(Powanda, MC. et cl. 1980>- Este
descenso plasmático del Zn está aparentemente asociado con un incremento del Zn hepático,
lo cual ha sido corrotorado en animales durante la fase aguda de la pleuresía inducida en ratas
por carrageniria (Milanino, R. eta!. 1986) y artritis por adyuvante (Kishore, y. 1989). A nivel
cinico los pacientes que sufren artritis reumatoide, o psoriasis artrítica, muestran un descenso
de los niveles de Zn plasmáticos, lo cual se puede atri~iir a procesos inflamatorios implicados
en estas enfermedades.
Un incremento de Cu en el suero o plasma puede ser un indicador de la existencia de un
proceso inflamatorio. La hipercupremia inducida por reacciones inflamatorias parece ser un
mecanismo de «todo o nada», se produce cuando se inicia la enfermedad, pero es incapaz de
disminuir entre la fase severa y moderada del proceso Inflamatorio (Milanino, R- st al 1993).
Corno consecuencia de la inflamación se producen unos cambios en el metainlismo de
estos metales que van encaminados a restablecer las condiciones normales. El órgano más
estudiado para determinar estos cambios es el hígado. En el caso del Cu se produce un
incremento significativo de éste y de ceruloplasmina (Milanino, R. st al. 1993) siendo esta
última l’ikrada a la circulación donde se unirá con el Cu libre contrarrestando así el aumento
plasmático que se produce en la enfermedad.
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La etiologia de la AB no es aún del todo conocida, pero una de las hipótesis más consisten-
tes implica una alteración del sistema inmune, que reacciona de una manera anómala frente al
agente agresor- Parece estar aceptado que la activación de macrófagos y anómalo incremento
de la respuesta inmune, juegan un papel clave en la patogénesis de la inflamación crónica
(Parente, L. ¿u al. 1979; López-Bote, JR ¿a al. 1988; Becherucci, C- eL cl. 1989). Una
elevada e inusual proporción de linfocitos activados se encuentran presentes en sangre periférica,
membrana y fluido sinovial de pacientes con AB <Carter, SD. eL cl. 1981). En la membrana
sinovial aparecen macrófagos fijos, que atrapan microorganismos y sustancias extrañas.
En estos fenómenos autoinmunes que acontecen en la AB, van a estar involucrados meca-
nismos humorales y celulares (Mollenhauer, J. eL cl. 1988; Enzmann, H. eL cl. 1990). Las
c~luIas implicadas en la respuesta inmune, son fundamentalmente macrófagos y linfocitos.
Estas últimas células se dividen en dos grandes grupos: linfocitos T, denominados así ya que
derivan del timo, y linfocitos 8, derivados de la médula ósea, y encargados de producir
anticuerpos. Los anticuerpos (Ac>, responsables de la inmunidad humoral, son gamma-globulinas
(inmunoglobulinas -lg->, que se generan como respuesta a la presencia de un antigeno (Ag>.
Existen cinco clases de Ac: lgG, lgM, IgE, IgA e IgL>, que difieren entre ellos únicamente en
aspectos estructurales, y que además de su capacidad de interaccionar directamente con el
a~ente patógeno, pueden incrementar la eficacia y selectividad de la respuesta inmune.
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Como se ha mencionado anteriormente, si bien la fisiopatología de las enfermedades
inflamatorias crónicas no está esclarecida del todo, parece ser que el daño articular es debido
a una inapropiada respuesta del sistema inmune. En la AR, los linfocitos sinoviales producen
lgG que es reconocida como extraña, estimulando una respuesta inmune en el interior de la
articu]ación, con producción de antiinmunoglobulinas para las lgG e lgM (auto—Ag), denomina-
das genericarnente ‘factores reumatoideos”. La presencia de agregadosde lgG, o de comple-
¡os inmunes factor reumatoideo-lgG, da por resultado la activación del sistema clásico de
complemento. Los productos de demolición del complemento se acumulan en el interior de la
articulación, y amplifican la activación de éste, mediante la activación del sistema alterno. Esta
activación del sistema de complemento origina la producción de numerosos fenómenos típi-
cos de la inflamación, como es la liberación de histamina, producción de factores quimiotácticos
para PMNs, síntesis de eicosanoides y daño de la membrana sinovial con lisis celular- Hay
aflujo notorio de leucocitos al interior del espacio sinovial, integrado mayoritariamente por
células T y E. Los lisosomas activados, y los enzimas liberados por los leucocitos, amplifican
aún más la respuesta proliferativa e inflamatoria de la membrana sinovial. La acción
inmunológica recíproca de estas células, conduce a la liberación de linfoquinas <como la IL-1),
responsables de la acumulación de macrófagos en la membrana sinovial inflamada, y a la
sintesis continua de lg y factor reumatoideo. Se trata de un círculo vicioso, que se transforma
progresivamente en un proceso patológico crónico.
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TEnáP~ ANflINFLAMATORIA Y METODOS DE ESTUDIO
Ef arsenal terapéutico actual nos ofrece dos principales grupos de fármacos antíflogistlcos,
disponibles para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y reumáticas. Por un lado,
compuestos que inhiben la biosíntesis de PGs al interferir en el sistema enzimático (le
ciclooxígenasas, como son los clásicos antiinflamatorios no esteroldicos (AINEs). Por otro
lado, contamos con los corticoesteroides, compuestos que bloquean amt~s rutas de la cascada
del ácido araquidónico, al interferir con la fosfoiipasa A2. Sin emlnrgo, el tratamiento con
amlns tipos de agentes es a menudo poco efectivo, y con graves efectos secundarios,
efectos de sobra conocidos, y sobre los que no nos vamos a extender aquí. La búsqueda
pues, de nuevos agentes antiinflamatorios y antirreumáticos carentes de estos efectos adver-
sos, y que nos permitan obtener resultados más esperanzadores en el tratamiento de eslas
enfermedades, constituye uno de los principales objetivos de la terapéutica actual.
Las investigaciones han ido centradas en el desarrollo de nuevos agentes con un perfil de
acción sobre el metabolismo del ácido araquidónico diferente a los actuales, bien por inhibi-
ción selectiva de la rutade las lipoxigenasas, o bien por inhibición de arntns rutas, ciclooxigenasa
y lipoxigenasa, pero por un mecanismo diferente a Los corticoesteroides. En este sentido, una
amplia gama de modelos experimentales de inflamación en animales, que reproducen el pro-
ceso inflamatorio en algunas de sus fases, son comunmente empleados en los test de screening
con este fin.
MÉTODOS DE ESTUDIO «IN VIVO»
La reproducción del edema, signo característico de un proceso inflamatorio agudo, es uno
de los métodos de estudio más frecuentemente utilizados en la investigación de compuestos
antiinflamatorios. La rata, como animal de experimentación, desarrolla fácilmente un edema
plantar en el tejido conectivosubcutáneo, tras la inyección local de diferentes agentes irritantes-
Estos agentes inductores de edema, lo hacen por diferentes mecanismos fisiológicos o
bioquímicos, cuya naturaleza habrá que tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados
obtenidos tras la administración del fármaco. Se han utilizado diferentes agentes irritantes,
como ovoalbúmina, formaldehido, etc. - -, o mediadores de la inflamación (histamina,
serotonina,, ji, pero quizás el agente más universaimente empleado ha sido la carragenina. El
edema plantar por carragenina fue introducido por Winter, CA. eL al. en 1962, y en la
actualidad constituye un modelo experimental de inflamación aguda, con resultados totalmen-
te extrapolables al hombre.
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Pero aparte de la carragenina, otros agentes flogísticos han sido utilizados para provocar
edema inflamatorio en rata. Así, la fosfolipasa A2 origina la formación de edema, mediado por
un incremento de permeabilidad vascular, y migración leucocitaria. Produce también una libe-
ración dosis-dependiente de la histamina almacenada en mastocitos peritoneales de rata (Mo-
reno, JJ- et al. 1992). El zimosan, polisacárido estructural de la pared celular de levaduras, ha
sido empleado también como agente irritante. Actúa activando el sistema de complemento,
en concreto estimuJa la liberación de factor C~, y favoreciendo la síntesis de PGs vasodilatadoras,
que a su vez actúan sinérgicamente con el C~ <Gado, K. eL al., 1991; Griffiths, R.J. eL al.
1991). Han sido utilizados también otros polisacáridos, como el dextrano, agente específico
para la búsqueda de agentes inhibidores selectivos de La lipoxigenasa. Otros modelos experi-
mentales, válidos para la evaluación In ulvo de inhibidores de la lipoxigenasa, u otros agentes
con un mecanismo de acción diferente a los bloqueantes selectivos de la ciclooxigenasa, han
sido establecidos utilizando ácido araquidónico 6 PAF, como agente flogógeno (Swingle, RE
eL cl. 1986; DiMartino, ?vI.J. eL al. 1987).
Aunque la rata es el animal de elección a utilizar en estos ensayos, diversos modelos están
descritos en la bibliografia, utilizando el ratón como animal de experimentación, dadas las
enormes ventajas de menor coste y ahorro de producto, que su uso conlíeva <Calhoun, W. eL
al. 1987; Bouclier, M. eL al. 1990; Castro-Faria-Nieto, HL. eL al. 1990)- Más recientemente,
se han descrito nuevos modelos experimentales en ratón, encaminados a la búsqueda de
compuestos con actividad inhibidora de la protein kinasa C <PKC) (Loamis, CII. et cl. 1988;
Toullec, D. eL al. 1991>. La PKC es una proteina fosfolipido-dependiente, que juega un papel
relevante en diferentes sistemas biológicos, algunos de ellos implicados en la patogénesis de la
inflamación (Nishizuka, Y. 1989>.
Existen también modelos experimentales de inflamación sub—crónica, que han permitido el
seguimiento de los mecanismos involucrados en la transición de la inflamación aguda a la
crónica. En estos ensayos se pueden realizar medidas de migración leucocitaria, concentra-
ción de mediadores de la inflamación, etc.. - De entre ellos, los más universalmente extendidos
son el granuloma por bolsa de aire o implantación de cuerpos extraños, y la pleuresía inducida
poragentes irritantes (Kumagai, A. eL cl. 1964; Knoll, J. eL cl. 1979; Matsuo, T. ci al. 1981).
Con respecto a los modelos experimentales de inflamación crónica, y a pesar de las limita-
dones de los mismos para reproducir el proceso que se desencadena en humanos, una amplia
gama de protocolos en animales han sido desarrollados para el estudio y screening de nuevas
drogas antirreumáticas e inmunosupresoras. La mayoría de estos modelos se desencadenan
por procesos inmunológicos, muy probablemente debido a una hipersensibilidad retardada,
como es la artritis inducida por antígenos, artritis por adyuvante, y artritis por colágeno
<Trentham, DE. eL al. 1977; Bráuer, II. eL al. 1988). De entre ellas, la artritis por adwvante
(AA), descrita por primera vez por Stoerk, H.C. eL al. en 1954, y Pearson, CM. en 1956, es
quizás el modelo experimental más universalmente empleado en los test de screening. El
síndrome en rata como animal de experimentación, se caracteriza por el desarrollo de inten-
sas lesiones inflamatorias, que permanecen de una manera crónica, y muestran a nivel
histopatológico, cierta similitud con los transtornos que se presentan en humanos. Existen
variantes de la AA, como es el modelo experimental establecido por Mizushima, Y. eL al.
(1970, 1972), donde quedan perfectamente delimitadas, una fase aguda y una fase crónica en
el desarrollo de la enfermedad. En este modelo, inflamación inducida por adyuvante-carrageflir~a 1<
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(ACII), la enfermedad es provocada por la inyección de carragenina en ratas inoculadas con
adyuvante en los seis días previos.
En la actualidad están adquiriendo gran importancia en la modulación de procesos artríticos
compuestos que tienen en su composición oligoelementos, principalmente Cu y Zn.
La aplicación de iones metálicos con propósitos medicinales se remonta al antiguo Egipto.
En el papiro de Ebers se hace referencia al uso de Cu metálico y sales de Cu en el tratamiento
de la inflamación ocular. E] desarrollo posterior de drogas conteniendo metales ha sido muy
lento debido a los problemas de estabilidad, biodisponibilidad y toxicidad que presentan estos
compuestos.
El físico alemán Hangarter observó que la incidencia de reumatismo en minas de Cu
finlandesas era muy pequeña, y Heilmeyer determinó que los niveles séricos de Cu aumenta-
ban durante la fase activa del reumatismo. Estas dos observaciones estimularon en algunos
investigadores el estudio de los efectos terapeúticos de formulaciones con Cu en pacientes
con enfermedades inflamatorias.
Los procesos inflamatorios, agudos y crónicos, producidos tanto por procesos infecciosos
como inmunológicos, inducen en el animal de laboratorio un aumento de la concentración de
Cu <Milanino, R. eL al. 1993> paralelamente al incremento en los niveles de ceruloplasmina
<Conforti, A. el al. 1982).
m incremento plasmático del Cu en ratas con AA tiene lugar entre los días 3 al 26 desde la
inoculación del adyuvante de Freund (Néve, J. ¿a cl. 1988), no produciéndose variaciones
significativas de los parámetros a lo largo de este periodo.
Las variaciones plasmáticas del Zn en los procesos inflamatorios no parecen responder al
mismo mecanismo que en el caso del Cu. En ratas con inflamación aguda no infecciosa, como
puede ser la producida por carragenina (Milanino, R, el cl 1988), no se produce un descenso
de los niveles del Zn, mientras que las producidas por agentes infecciosos como la inflamación
producida por endotoxína de E. cali (Néve, J. el al 1988) si produce ese descenso.
Estos resultados junto con los obtenidos en el estudio de pacientes artríticos, sugieren que
contrariamente al Cu, la concentración de Zn en plasma podría ser correlativa con la severi-
dad de la reacción inflamatoria estudiada, y que esta baja concentración plasmática se mani-
fiesta hasta el día 26 de la enfermedad (Néve, J. el cl. 1988).
Se ha comprobado también que variaciones de la concentración de Cu y Zn en la dieta
administrada a animales con patologías inflamatorios da lugar a cambios en la evolución de la
enfermedad. Una restricción controlada de Cu y Zn en la alimentación produce un aumento
significativo de la reacción inflamatoria aguda en ratas (Denko, C.W. el al, 1981>, mientras
suplementos de estos dos metales pueden ser beneficiosos en el control de algunas enferme-
da-des inflamatorias (Simkin, P.A. 1976). al inducir la síntesis de enzimas con actividad
antiinflamatoria como la CuZnSOD y ceruloplasmina (Cousins, R.J. el al. 1985).
El progreso y persistencia de la enfermedad inflamatoria no parece responder a ninguna
depleción de estos oligoelementos de los almacenes tisulares. Esto implica que un tratamiento
racional de los procesos inflamatorios con preparaciones de Cu y/o Zn no puede ser estable-
cido en base a la necesidad de restaurar los depósitos de estos oligoelementos en pacientes
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artríticos. Sin embargo la inflamación es claramente una situación en la cual el organismo
demanda más Cuy Zn.
Por otra parte, el incremento de Cu y Zn encontrados en algunos compartimentos corpo-
rales en las ratas con inflamación crónica, podría ser interpretado como resultado de una
demanda corporal de ambos metales, esto producirla un cambio en el equilibrio entre absor-
ción/excreción de los dos metales, dando lugar a cambios en el organismo encaminados a
favorecer la absorción y disminuir la excreción, para así aumentar la cantidad de oligoelementos
disponibles.
Este comportamiento del organismo frente a los requerimientos de Cu y Zn en estados
inflamatorios hace pensar en la posibilidad de utilizarlos en la terapia antiinflamatoria siguien-
do tres caminos:
1.- Utilización de complejos de Cu con bajo peso molecular
2.- Derivados de Zn
3.- Utilización de moléculas con un centro activo que contenga Cu y/o Zn.
1.- UTIL¡z.XC¡ÓN DE COMPLEJOS DE Cu CON BAJO PESO MOLECULAR
La idea de usar complejos de Cu(ll> para compensar la falta de actividad SOD extracelular,
ha tomado mucho interés durante la última década. & han probado multitud de compuestos
de Cu contra diversos modelos animales de inflamación, incluyendo el edema por carragenina.
artritis por adyuvante, etc. Se ha demostrado que algunos fármacos antiinflamatorios no
esteroidicas (AINEs) con Cu son más activas que las originales (Korolkiewicz. Z. el al. 1989),
el mecanismo de esta actividad no está aún claro, la capacidad de los AINEs para influir en el
metabolismo del Cu es aún cuestionable y más aún la capacidad para ejercer una acción tipo
SOD lvi vivo. La afirmación de que los complejos de Cu-AINEs representan la forma activa de
los AINEs tiene muchas limitaciones sobre todo respecto a los salicilatos (Brumas, V. el al.
1995). Por otra parte sustancias inactivas pueden adquirir actividad antiinflamatoria cuando
se administran junto con Cu. Esto sugiere que los efectos terapeúticos de la sustancia inicial
pueden ser debidos a la formación de complejos de Cu In vivo (Sorenson. J.R.J. 1978). Otros
investigadores postulan que las propiedades antiinflamatorias derivadas de la administración
de estos complejos se pueden deber a la capacidad para imitar la actividad de la SOD (De
Alvare, L.R. el cl. 1976).
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2.- DEifiváDos DE ZN
El mantenimiento de la cincopenla que tiene lugar durante un proceso inflamatorio puede
comprometer un número de reacciones dependientes de Zn tales como, defensa antioxidante,
estabilización de membranas y linfoproliferación. Para aumentar la disponibilidad de Zn
plasmático se han utilizado distintos compuestos insolubles de Zn <óxidos) y sales solubles
<acetato y sulfato), presentado todas ellas una toxicidad elevada. En 1990 Whitehouse, MW.
et al. desarrollaron un potente agente antiartritico de administración parenteral, el Zn-
monoglicerolato, este compuesto suprimió los efectos de la inflamación crónica y poliartritis
inducida en ratas por adyuvante presentando una ~ja toxicidad.
El Zn es el principal inductor de la síntesis de metalotioneinas, estando su síntesis estimula-
da durante los procesos inflamatorios. El Zn forma parte de estas metalotioneinas que se
sintetizan en el hígado de manera que se produce una transferencia de Zn de la circulación al
hígado y otros tejidos para sintetizar nuevamente metalotioneinas, reduciendose de esta rna-
riera la disponibilidad plasmática del Zn.
3.— UnuzwíÓr~¿ DE MOLÉCULAS CON UN CENTRO ACTIVO QUE CONTENGA Cu
‘vio ZN.
Hay un número importante de enzimas que contienen Cu y/o Zn en su composición y
juegan un decisivo papel en la respuesta antiinflamatoria, entre estas se encuentran: CuZnSOD,
ceruloplasrnina, diamín oxidasa, ascort-ato oxidasa. - -
La CuZnSOD es la principal enzima dependiente de Cu y Zn que interviene en la inflama-
ción eliminando los radicales hidroxilo, para así evitar el daño tisular al que dan lugar. Basán-
dose en este papel protector de la inflamación, se ha intentado crear un tratamiento
antiinflamatorio tuscando actividades similares a esta SOD en otros compuestos.
Miesel, R. et al. en 1994 desarroLlan un compuesto que presenta un centro activo análogo
al de la CuZnSOD, es el CuPu(Py)4 l[N, N’-bis(2-piridilmetilen)-1,4-tutanodíamínaj (N, N’, ¡‘U’,
- Este compuesto mostró una actividad dosis dependiente para la reducción de la
artritis inducida en ratones DBA/1 por colágeno tipo II.
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MÉTODOS DE ESTUDIO «IN VITRO»
En este capitulo de métodos de estudio de nuevos agentes antiinflamatorios, no hay que
olvidar la existencia de técnicas a nivel celular, basadas en los diferentes aspectos bioquímicos
de la inflamación.
MÉToDos ENZIMÁTICOS
Los test de actividad enzimática fosfolipasa A2, ciclooxigenasa y lipoxigenasa. son
sistemáticamente empleados para evaluar un posible bloqueo experimental de la misma in
uitro. La cuantificación se realiza de una manera espectrofotométrica. por medio de sustratos
radioactivos, por medida del consumo energético, etc...
El sistema enzimático fosfolipasa A2 una hidrolasa, que actúa sobre los glicerofosfolipidos
para producir ácidos grasos, como es el ácido araquidónico. El enzima se encuentra disponible
comercialmente, como es la fosfolipasa de veneno de serpiente NA.JA-NAJA. aunque tam-
bién se puede obtener de otras fuentes, como extractos de epidermis psoriásica humana,
fluido sinovial, etc... La actividad del enzima se puede determinar midiendo el incremento de
absorbancia a 445 nm, el descenso de la misma a 610 nm, o por variación del pH del medio
(Wells, MA. 1972; Evans, A.T. 1987).
Las lipoxigenasas son un grupo de dioxigenasas, ampliamentedistribuidas en el reino vege-
tal y animal. Se encuentra muy extendido el uso del test de la 15-lipoxigenasa de soja, enzima
disponible a nivel comercial, que constituye un rápido y sencillo método para evaluar un
posible bloqueo de la actividad enzimática. Utilizando ácido linoleico ó ácido araquidónico
como sustrato biológico, se forma un dieno conjugado a 234 nm, cuya formación se puede
medir espectrofotométricamente (Sircar, J.D. ¿a al. 1983).
La ciclooxigenasa es un complejo enzimático microsomal, que genera la formación de
PGs. La fuente del enzima más común y barata, es la fracción microsomal procedente de
vesículas seminales bovinas, utilizando como coenzima, catecolaminas. La cuantificación de
PGs, basada en la reacción de Zimmerman, se realiza midiendo espectrofotométricamente la
absorbancia a 580 nm (Takeguchi, C. eL al. 1972>.
MÉTODOS INMUNOLÓGICOS
Las reacciones inmunológicas fueron estudiadas originalmente por bacteriólogos al obser-
var que el suero de pacientes que se recuperaban de infecciones tenían anticuerpos (Ac> frente
al organismo responsable de su enfermedad1 cosa que no ocurrn con organismos afines
Debido a la alta especificidad de la unión Ag-Ac se puede considerar a las inmunoglobulinús
como herramientas particularmente indicadas para identificar y discriminarcon exactitud cual’
quier molécula contra la cual se puede producir un Ac. Y
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La selección de la técnica inmunológica apropiada a utilizar en la detección de un Ag
depende de muchas variables: habilidad del técnico, instrumental, volumen de las muestras en
estudio, disponibilidad del equipo comercial, muestras de referencia para control de calidad del
Ag, facilidad de la técnica y costo del ensayo. Cualquiera que sea el protocolo seleccionado
para el ensayo, los factores más importantes que deben ser siempre tenidos en cuenta son la
especificidad del Ac, conocimiento de la estructura del Ag y conservación de la muestra.
De entre todas las técnicas inmunológicas de detección de Ags hemos considerado como
más importantes y desarrollaremos más detalladamente, los pertenecientes a los siguientes
grilpos:
1- Reacciones de precipitación en gel
2 Fijación del complemento
3 - Inmunoanálisis con moléculas marcadas
1.- ReaccIones de Precipitación
Una de las primeras caracteristicas de las reacciones antigeno-anticuerpo se refiere a su
capacidad para precipitar en geles cuando se combinan en proporciones de equivalencia o
cercanas a ellas, constitu~endo este fenómeno la base común de una gran variedad de técnicas
que permiten desde un análisis cualitativo de mezclas antigénicas hasta una estimación cuan-
titativa de un antigeno individual-
En las reacciones de precipitación se utilizan geles de agar o agarosa que impiden la mezcla
de Los antigenos y anticuerpos, asegurando la formación de gradientes de concentración de
las sustancias que van a reaccionar. La precipitación en gel es una técnica moderadamente
sensible, pero ampliamente utilizada por su sencillez y versatilidad.
Los principales ensayos que utilizan esta propiedad de los complejos Ag-Ac son:
a - - Inmunodifusión doble
b - Inmunodifusión radial simple
c. - Inmunoelecíroforesis
nr Inniunodlfuslón Doblo
En el rnetodo de inmunajífusían doble, también llamado de Ouchterlony, el Ag
y & ubicados en pocillos cortados en el gel de agar difunden uno hacia otro
stabkckmdose un gradiente de concentración que disminuye con la distancia al
po-c& En el punto de equivalencia entre el Ag y Ac, interfase de los dos frentes
difusiÓn, se forma una tinca de precipitación opaca. La posición y forma de la
1 - e tá determinada por la concentracv>n y tamaño de las sustancias que reac-
cionan, kndo la velocidad de difusión inversamente proporcional al tamaño
mnokzcul¿r d los compuestos La Utica de precipitación formada en la interfase de
4rnbus gradientes de concentración será cóncava con respecto al compuesto de
mayor peso molecular, cuya velocidad de difusi6n es menor.
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El Aq cok -a en tinos p(KiU<>s realizados sobre agar impregnado con Ac que
prev’ rnent’ se } i solidificado sobre un soporte sólido. La solución antigénica
difurd’~ radialmente a través del agar. produciendose un gradiente de concentra-
eL-ii invYrsarTient.. proporcional a la distancia al pocillo. La concentración de Ac
en el gel es constante y en el punto donde las concentraciones dc Ag y Ac son
eqwvakint fi e produce la precipitación que se visualiza como un anillo alrededor
¡1 tú La reacción que tiene lugar no es estática sino dinámica, por tanto, el
arullode pr ipitación se forma primero en las proximidades del pocillo, a medida
el Ag difunde,. u exceso produce la conversión del precipitado en complejos
<4 iNc q ¡ se resolubilizan y siguen difundiendo hacia fuera. Se formara un
oit ‘ amilo de prccípitación en un nuevo punto de equivalencia siendo la distan-
CH final r xorrida en el punto final de equivalencia, función de la concentración
dd Av
Cuanto mayor - ~ala concentración de Ag mayor será el diámetro del anillo
formado Por tanto, manteniendo constante la muestra, volumen, temperatura,
pil. tiempo de incubación y concentración del Ac se puede determinar la concen-
traciórí de Ag Para poder realizar una determinación cuantitativa se compara el
cu¿dra<’k, del di metro del anillo de precipitación de un Ag desconocido, con
~rn¡osobt rudo, mediante varias diluciones de una solución de Ag standard (figu-
ra 171. va qu. A cuadrado del diámetro del anillo de precipitación formado (mm2>d ectarnente proporcional a la concentración de Ag en la muestra.
e, - lnlnunoelectwforesis
Esta técnica se utiliza principalmente con fines cualitativos para mezclas
anttqé - s dema. lado complejas como pueden ser fluidos biológicos o medios de
u ¡a mrnuwxtctroforesis es una combinación de dos técnicas, una de se-
parecik - la electrofore rs, y otra de precipitación inmunológica, la inmunodifusión.
El desarrollo dcl método tiene lugar en dos etapas que se corresponden con
cada una de la té-av -as que se combinan. En la primera fase tiene lugar la separa-
crtyí’i 1 ti 1 nal antiqénico de la muestra, mientras que en la segunda es la iden-
lÚi”atYl&ri -
r á miun-difusi¿n de las proteunas separadas.
La”’ ¿set ~ru’ ‘ion inmunológí a de las proteinas depende de los antisueros
a ~‘ca- r~ r’t ~spara hnrnunoprecipltarlos produciéndose precipitación
- ‘ inc ntra present en el medio el Ac contra la proteina específica.
En ‘
3ta nuca c mo si la autenores sc perforan unos pocillos en el gel de
- oea. u iritrcd e el antigeno o la muestra a analizar. El pH del sistema
- d” u - a q -‘ la. protemn~. cargadas positivamente se muevan hacia el
-‘u ~ - reg y y la. q~x tengan carga negativa lo hagan hacia el electrodo
pus tivo e’’ Ints ~orr te a un campo elkcírico con una diferencia de poten-
‘~ ..n’s “ ti .nt’ :3.1 V/cm durante 30 a 60 minutos. En la segunda
1 oc-e. ) se pone el Ai. tu un surco entre los dos pocillos, de modo que
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Las técnicas de precipitación en geles nos permiten obtener una información cualitativa y
semicuantitativa pero a unas concentraciones elevadas, superiores a 1 ng/ml de antigeno en
cl medio, La baja sensibilidad de estas técnicas hace necesaria la búsqueda de otras nuevas,
que nos permitan detectar concentraciones inferiores de antigeno en el medio.
La reacción antigeno--anticuerpo conduce a la formación de complejos inmunes, complejos
que dan luqar a una serie de reacciones en cadena entre las que se encuentra la fijación del
complemento por la vta clásica. Esta reacción secundaria, que tiene como consecuencia la lisis
celular, se puede utilizar para determinar la cantidad de antígeno o anticuerpo presente en el
medio citando estos se hallan a concentraciones por debajo de 1 pg/ml.
2.- FijacIón del Complemento
Las pruebas de fijación del complemento fueron las técnicas más sensibles desarrolladas en
los inicios de la inmunologia. El complemento es un grupo de unas 20 proteinas que constitu-
yen uno de los sistemas enzimáticos. Este sistema produce una respuesta rápida y muy ampli-
ficada a un estímulo desencadenante mediado por un fenómeno en cascada, donde el produc-
to de una reacción es el catalizador enzimnático de la siguiente.
La primera proteina en la secuencia del complemento se une en un lugar interno de la
molécula de inmunoglobulina que es inaccesible al Ac sin reccionar o sin fijar. Cuando se
produce la unión Ag-Ac tienen lugar cambios conformacionales en la moléculas de lg de
manera que queda expuesto el lugar de fijación del complemento. La primera proteina se une
a esta región, activándose las demás proteinas del complemento que pueden unirse a la mem-
brana de la célula a la cual está fijado el complejo Ag-Ac. La fijación de la secuencia completa
de tas nueYas pro-temas del complemento, produce pequeños desperfectos en la membrana de
las células, lo que conduce a una pérdida del contenido celular, un hinchamiento hipotónico
debido a la entrada de liquido extracelular, y la lisis. Si las células utilizadas para la prueba son
eritrocitos, la lisis celular provoca la liberación de hemoglobina al medio que puede ser cuanti-
ficada por espectrcifotometria siendo la cantidad de hemoglobina directamente proporcional
a la cantidad & complemento que queda fijado en la superficie de las células.
Las pruebas de fijación del complemento para medir antígeno se realizan en dos etapas
corno aparece indicado en la figura 19. En la primera reacción el Ag y Ac se incuban con una
anbdad conocida de complemento. En la segunda etapa la actividad residual del complemen-
to de esta solución, se determina mediante adición de una suspensión de eritrocitos de carne-
mo r .cuhm ‘rtos cori hemolisuna - EJ grado de hemolisis de las células indicadoras es inversamente
pr >por”Erwll a la cantidad de complemento fijado en la primera tase, si el complemento fue
coneimmn lo por los complejos inmunes, no quedará el suficiente para lisar los eritrocitos, si no
e ¿ss~ la. celulas se li&iián
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Necesidad de utilizar Ay standard para comparar estos resultados con los obtenidos
en nuesíra-s muestras en relación a la concentración de una sustancia determina-
da -
Separación, ya sea en fase liquida o sólida, de los Ags o Acs marcados que se
combinan cori el Ac o Ay respectivamente.
• Utilización de un sistema de detección para medir el desarrollo de la reacción.
E-lay un elevado número de Ags y Acs marcadores entre los que se encuentran los
radioisótopos, enzimas y fluoróforos. Li utilización de uno u otro modificará las características
analíticas del método y requerirá un sistema de detección determinado. El empleo de
radioisótopos da lugar a las técnicas de radioinmunoensayo (RIA), mientras que las que requie-
ren enarnas como marcadores se denominan cnzimoinmunoensayo (EIA). Estas dos técnicas
son las má.s utilizadas en el laboratorio y por tanto las que describimos a continuación.
Radiolnmunoensayo
El desarrollo de la técnica del radioinmunoensayo ha tenido un importante
impacto en muchas áreas cíe la medicina ya que su sensibilidad y especificidad
permiten una cuantificación muy exacta de una gran variedad de compuestos
biológicamente importantes como los péptidos, vitaminas y eicosanoides, presen-
tes en líquidos o muestras biológicas a concentraciones del orden de ng y pg.
En los años 50, Berson y Yalow, al estudiar el comportamiento de la insulina
marcada con ‘fl efectuaron diversas observaciones que condujeron al desarrollo
del radiounmunoensayo para la insulina en el plasma. Estos autores observaron
que. cuando se trataban con insulina pacientes que tenian diabetes mellitus, se
formaban anticuerpos fijadores de insulina contra esta insulina inyectada. Berson
y Yalow en años posteriores consiguieron producir en animales un anticuerpo
contra 1-a insulina y observaron, utilizando un sistema in uitro, que la insulina no
marcada desplazaba la insulina marcada radiactivamente del anticuerpo específi-
c Estos autores descubrieron que, cuando se mantenía fija la concentración del
anticuerpo, la fijación del marcador era una función cuantitativa de la cantidad de
mo uílma no marcada presente (Yalow, RS. et al. 1971). Este trabajo constituyó la
ase del desarrollo del radioinmunoensayo.
U RIA se basa en un método de unión competitiva en el que intervienen
antígenos marcados con Isótopos radiactivos (Ay’), antigenos no marcados (Ay) y
prot mas de unión especifica que suelen ser anticuerpos. Partimos de un medio
de reacción que contiene cantidades conocidas y constantes de un Ag y Ac, en
cta - condiciones se producirá la unión Ag-Ac. Cuando al medio se añaden can-
tidad ~screcientes de Ay no marcado, parte de éste desplazará el Ag’ que se había
unmdú al Ac en la reacción anterior para unirse él, es decir, tiene lugar una corupe-
Su entre los dos lígandos, Ay y Ag~ por unirse al Ac. En la mezcla de reacción
tcndwn-~,.. por tanto complejos Ag’-Ac, Ag-Ac y Ay, Ag libres (figura 20). La
concentración de lugares de unión del Ac es limitante con respecto al Ay total, de
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Técnicas Inmunoenzimáticas
Estas técnicas se basan en la utilización de enzimas como marcadores y se
denominan de forma general, en terminología anglosajona, con las siglas EIA
(enzyme immunoassays). Las enzimas son catalizadores biológicos que actúan
sobre un sustrato transformándolo en otro producto que presenta unas determi-
nadas características medibles. La enzima no se consume al participar en la reac-
ción por lo que puede convertir millones de moléculas de sustrato en moléculas de
producto. Esta enorme amplificación de señal significa que es posible detectar
pequeñas cantidades de enzima y, si ésta está unida a un Ag o Ac, medir ínfimas
concentraciones de los complejos inmunes Ag-Ac.
La utilización de enzimas como marcadores ha provocado en los últimos años
el desarrollo de numerosas aplicaciones técnicas inmunoenzimáticas, que han evo-
lucionado en tres direcciones:
• Localización de constituyentes celulares, basado en los principios de los mé-
todos de inmunofluorescencia.
• Cuantificación de pequeñas cantidades de componentes en los liquidas bioló-
gicos, basado en los principios de los métodos radioinmunológicos.
• Detección de los precipitados inmunes sobre geles o sobre improntas de
nitrocelulosa.
Los principios básicos son los mismos para todas esas técnicas, se fundamenta
en la reacción de un anticuerpo (o de un antígeno> acoplado de forma covalente
a una enzima, con un antígeno (o un anticuerpo> inmovilizado sobre un soporte
fijo o asociado a tejidos, una vez se han obtenido los complejos inmunes Ag-Ac se
añade a la mezcla de reacción el sustrato especifico de la enzima, que por acción
de esta se transformará en producto. La cuantificación de la reacción se hace
mediante técnicas espectrofotométricas específicas.
Para poder llevar a cabo determinaciones cuantitativas por EIA, el sustrato
utilizado debe dar productos solubles que se puedan medir con espectrofotómetro,
mientras que en los casos de visualización del complejo Ag-Ac, ya sea en tejidos o
sobre improntas de proteina en láminas de nitrocelulosa, deben producirse preci-
pitados coloreados insolubles y estables en el mismo sitio de la enzima.
Los métodos para las determinaciones cuantitativas inmunoenzimáticas fueron
descritos por primera vez para la determinación de lgG por medio de Igo acopla-
da a peroxidasa (Avrameas, 5. et al. 1971> o a la fosfatasa alcalina (Engvall, E. et
al. 1971). Desde entonces no han dejado de aparecer numerosos trabajos relacio-
nados con la determinación de antígenos. Las técnicas más actuales utilizan méto-
dos en los que el Ac o Ag se adsork sobre una superficie sólida, este conjunto de
técnicas se engloban bajo el nombre de ELISA (enzimes linked immunosorbent
assayXEngvall, E. e cl. 1971>, en terminología anglosajona.
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Los principales avances en las técnicas de EIA están encaminados a mejorar la
sensibilidad del método modificando el marcador enzimático de la reacción. Exis-
ten muchos tipos de enzimas aplicables a estas técnicas, las más utilizadas, junto
con el origen, sustrato especifico de cada una de ellas, así como la longitud de
onda a la que absorbe el compuesto producto de la reacción enzimática, aparecen
reflejados en el siguiente cuadro:
4’-’? y
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fl-D-Galactosidasa E. col! 4-metil-umbeliferil-p-D-galactosil 405 nm
Fosfatasa alcalina E. col! 4-metil-umbeliferil-fosfato 405 nm
E. col! p-nitrofenil-fosfato 405 nrn
Peroxidasa rábano o-difenilenediamino 492 nm
Acetilcolinesterasa E. electricus Reactivo de EJíman 412 nm
Los conjugados enzima-anticuerpo se deben preparar con anticuemos de alta
afinidad, obtenidos de animales inyectados varias veces con el antígeno emulsionado
con adyuvante de Freund y aislados preferentemente por cromatografía de afini-
dad sobre imnunoadsorbentes. Los conjugados se preparan por acoplamiento
covalente entre el anticuerpo y la enzima en condiciones que preserven la activi-
dad biológica de la enzima y del anticuerpo, obteniendo así una mezcla heterogénea
de polimeros solubles de proteinas.
El desarrollo de las técnicas de EtA para la evaluación de Ags, se puede hacer
según dos procedimientos, obteniendo así distintos métodos:
a.- Determinación en fase heterogénea. Se utiliza una fase sólida para inmovilizar
el antígeno o anticuerpo asociado a la enzima y permitir así la evaluación de la
actividad enzimática del complejo antígeno-anticuerpo-enzima. Dentro de este
grupo tenemos los siguientes ensayos:
* EIA directo por competición
* EIA no competitivo o tipo «emparedado”
• EIA no competitivo o tipo enzimo-inmunométrico
b.- Determinación en fase homogenea. Este procedimiento no necesita ningu-
na separación, porque la determinación del complejo antígeno-anticuerpo se rea-
liza directamente en la mezcla de reacción. El ensayo que vamos a estudiar dentro
de este grupo es el EIA en tubo.
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Técnicas Inmunológicas de Detección de Eicosanoldes
Los eicosanoides tales como las prostaglandinas, los leucotrienos y los monohidroxieico--
sanoides son importantes mediadores de diversos procesos fisiológicos y patofisiológico, es--
tán involucrados en numerosos órganos incluyendo, cerebro, corazón, articulaciones y pul--
món (Lewis, RA. eL al. 1985). En el pulmón los eicosanoides juegan un papel importante en
La broncoconstricción y formación de edema, interviniendo en algunas enfermedades como el
asma. Tienen también una relevancia importante en procesos inflamatorios ya que aumentan
la permeabilidad vascular (Hedqvist, P. eL al, 1980) e inducen quimiotaxis y quimiocinesis de
leucocitos polimorfonucleares (Goetzl, EJ., eL cl, 1981).
Debido a la importancia tanto fisiológica como patológica de estos eicosanoides, se requie--
re para su investigación métodos sensibles, específicos y simples.
Los sistemas de elección para la detección de eicosanoides durante los años 70 fueron la
cromatografía de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG/SM)(Balazy, M. eL al, 1936)
y la cromatografía líquida de alta resolución acoplada a ultravioleta-visible (HPLC/u.v.XMathews,
WR. et al, 1981). En estos años se comenzaba a utilizar un método inmunológico, el
radioinmunoensayo. Estos métodos han ido mejorando con el paso del tiempo en términos de
sensibilidad y especificidad. Para CG/SM la introducción de patrones deuterados y el uso cíe
capilares de alta eficacia permitieron la detección a nivel dc picogramos. En el RÍA la ganancia
de sensibilidad se relacionó con un incremento en la radiactividad especifica de los marcado-
res. En 1976 (Maclouf, <1. et cl, 1976) se introdujo el ¡251 como marcador de PGs y TXs- La
ganancia de sensibilidad fue de cinco a diez veces mayor comparado con los correspondientes
sistemas tritiados.
En los años 80 comenzaron a surgir otros ensayos inmunológicos que no utilizaban marca-
dores radiactivos, sino marcadores enzimáticos, son los ensayos inmunoenzimáticos. El uso
de estos métodos podría ser una alternativa importante al RíA de manera que nos permite
desechar técnicas sujetas a una regulación muy estrictadebido a la peligrosidad y alta contami-
nación medioambiental que produce, además de requerir una mayor complejidad en el desa-
rrollo del método y poseer desventajas económicas con respecto a las técnicas
inmunoenzimáticas.
En un principio las técnicas de FíA fueron rechazadas en términos de sensibilidad, pero
como ocurriera con las técnicas anteriores, con el paso del tiempo han ido mejorando hasta
obtenerse unos resultados iguales o mejores a los obtenidos mediante RÍA-
En 1981, Hayashi y otros desarrollaron el primer FíA para PGF2a usando (os!atasa alcalina
(Hayashi, Y. eL cl, 1981) o beta-D-galactOsidasa <Yano, t. et al, 1981) como marcadores
enzimáticos. En ambos casos se utilizó un sistema de FíA por competición en tubo, utilizando
La fluorescencia como sistema de detección, el ensayo con la beta-D-galactosidasa fue más
sensitivo que el primero.
En 1983, los mismos autores (Hayashi, Y. et al, 1983> desarrollarOn un FÍA para la- medida
del tromboxano. El marcador enzimático fue la betafl.galacto$idasa y el sistema de HA fue
igual que en el caso anterior por competición en tubo. FI principal Inconveniente que presen--
tan estos ensayos homogéneos es la imposibilidad de medir directamente muestras biolósicas,
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En 1985 se desarrolló un EIA utilizando por primera vez acetilcolinesterasa como marca-
dor enzimático de diferentes eicosanoides (Pradelles, P. et al, 1985). La acetilcolinesterasa es
una enzima presente en el sistema nervioso tanto central como periférico de vertebrados y se
encuentra a alta concentración en órganos eléctricos de peces como elElectrophorus electricus,
que es de donde se extrae para su utilización. En este método se utilizan placas de poliestireno
tapizadas con el segundo anticuerpo, obteniéndose una sensibilidad igual o superior a la obte-
nida con RíA usando como marcador radiactivo 125¡ La parcial automatización de este ensa-
yo, la larga vida media del marcador, su gran estabilidad (se mantiene estable a un pH entre 5
y 10), así como una detección media de 2 pg/ml hace pensar en el uso de esta modificación
de FíA como sustituto del RÍA.
En 1990 Pradelles, P. eL al, desarrollaron un EUSA indirecto por competición para la
determinación de LTC4 y LTE4 utilizando como marcador enzimático la AChE obteniéndose
una detección limite inferior a 2 pg/ml. (Figura 26).
Actualmente se utilizan tanto el ELISA indirecto por competición como el ELISA sandwich,
para la determinación de eicosanoides, en ambos casos el marcador enzimático más habitual
es la actetilcolinesterasa -
¡‘tuca de ELISA
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PREPARACIÓN DEL MATERIAL VEGETAL
La especie Santollna oblor¡gifolia Boiss. fue recolectada durante el mes de Julio de los
años 1990, 1991 y 1992 durante el periodo de máxima floración, en el puerto del Pico (Ávila)
perteneciente a la Sierra de Gredos a una altitud de 1352m.
El pliego de herixirio fue depositado en el Herixirio de la Facultad de Farmacia, Departa-
mento de Botánica y corresponde a MAF 124474 (leg.: Navalón G,; Bermejo, P.; Sanchez
Mata, D.>.
Una vez obtenido el material vegetal se procedió a su desecación en una habitación aireada
y a una temperatura uniforme de 20oC~25oC para evitar cualquier alteración que pudiera
afectar a la composición de la planta.
Teniendo presente que la parte de la planta utilizada popularmente son los capítulos flora-
les, se efectuó suseparación del resto de la sumidad. Las cabezuelas ya desecadas se molturaron
en molino (Boyal Triumph), hasta un tamaño de partícula adecuado. El material pulverizado se
almacena en condiciones adecuadas de humedad, temperatura y luz, hasta su posterior utiliza-
ción.
El material vegetal pulverizado fue sometido a una extracción continua en caliente median-
te el sistema soxhlet, utilizando solventes de polaridad creciente: hexano, diclorometano,
acetato de etilo y metanol (Panreac>.
Una vez obtenidos los extractos orgánicos, se concentran a temperatura y presión contro-
lada en rotavapor (Btichi), hasta consistencia siruposa. La obtención del rendImiento se realiza
tomando una alícuota del extracto antes de concentrar, extrapolando al volumen total del
extracto.
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INDUCCIÓN DE ARTRITIS
MATERIAL
MATERIAL ANIMAL
* Ratones Swiss y DBA/1 (Charles-River) machos, de 6-7 semanas de edad y pesos
de 25±2gramos al principo del experimento.
• Ratas Wistar (Charles-River) machos, de Sa 10 semanas de edad y pesos de 150±20
gramos al principio del experimento.
Raxc’rívos
• X carragenina (Sigma) al 1% y 2% en suero fisiológico, según se trate de ratones o
ratas
* Adyuvante completo de Freund (ACE) compuesto por lOmg/ml de Mycobocterfum
tuberculosis muertos por calor (Sigma)
* Adyuvante incompleto de Freund, compuesto por el aceite de parafina en el que se
suspende el Mycobacterlum (Sigma>
* Tween 80 <Sigma)
• Metilcelulosa (Sigma)
* Indometacina <lmg/Kg)
INSTRUMENTAL
* Calibre
* Pletismómetro de agua (Letica)
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MÉTODO
INDUCCIÓN DE ARTRITIS
Seguimos básicamente el método descrito por Mizushima et al. en 1970, con algunas
modificaciones con respecto al intervalo de tiempo transcurrido entre la administración de
ACF y la posterior inyección de carragenina. Dichas modificaciones se realizan con objeto de
comprobar si la inflamación producida es dependiente del periodo evolutivo de la enferme-
dad.
Inducción de artritis en ratones
Los lotes de ratones Swiss y DBA/1 son inmunizados mediante inyección intradérmica en
la porción basal de la cola, con BOpí de ACE (dé O de la experiencia). Un grupo de animales
de cada raza recibe la misma cantidad de aceite de parafina esteril (adyuvante incompleto de
Freund -AIF-), quedando como lote control. Los lotes problema reciben posteriormente BOA
de una suspensión de ~-carragenlnaen la aponeurosis plantar de la pata izquierda del ratón. El
tiempo transcurrido entre las dos administraciones difiere en cada lote, estableciendo las si-
guientes pautas:
ACF/7 .- Se administra la carragenina 7 dés después del ACE
ACF/14.- Se administra la carragenina 14 d~s después del ACF
ACF/21.- Se administra la carragenina 21 d~s después del ACF
ACF/29.- Se admínistra la carragenina 29 d~s después del ACF
Además de estos grupos, se establecen otros dos lotes que servirán también como contro-
les:
Control ACE- Sólo recibe el adyuvante en la cola
Control carragenina.- Sólo recibe carragenina en la aponeurosis
Inducción de la artritis en ratas
La artritis por adyuvante se indujo inoculando 0.1 mIde ACF en la zonaproximal de la cola
(dé O) y posteriormente inyectando carragenina en la aponeurosis plantar, dependiendo del
momento de administración de esta tendremos los siguientes lotes:
ACF/7.- Se administra la carragenifla 7 dias después del adyuvante
ACF/14.- Se administra la carragenifla 14 dias después del adyuvante
En este caso se suprimen los lotes ACF/21 y ACF/29, utilizados en ratones, ya que no hay
diferencias en el resultado.
Como lotes control utilizamos los mismos que es el caso de los ratones, ACF y carrageflifla
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Medida de la inflamación
Se utilizan dos sistemas de medida:
• Calibre.- Nos proporciona una medida del grosor plantar y articular en milimetros.
* Pletismómetro de agua.- Se utilizada para conocer el volumen de la pata en mililitros.
La medida se determina por el volumen que desplaza la extremidad, cuando se
introduce en la cubeta, hasta el maleolo.
Cálculo del índice artrítico
La severidad de la artritis se evalúa mediante la estimación del índice artrítico en cada
animal, examinando para ello todas las extremidades. La observación es realizada siempre por
el mismo investigador, y cuantificada visualmente de acuerdo con una escala numérica com-
prendida entre O y 4, siguiendo el método de Orloff, S. et al. (1979). Según la severidad de las
lesiones, y el número de extremidades afectadas en cada animal, la cuantificación se realiza
según el siguiente criterio:
O aspecto normal de la extremidad
1 ligero eritema
2 ligero edema y eritema
3 severo edema y eritema
4 marcada deformación de la extremidad, con incapacidad para moverla. Este pun-
to corresponde con la pérdida de funcionalidad de la pata.
Administración del tratamiento
La administración de los distintos compuestos se realiza por vía oral mediante una sonda
esofágica. Todos los compuestos se solubilizan en una mezcla de Tween 80:agua (0.2/0.3> y
metilcelulosa al 1% volumen/volumen.
El volumen administrado es 1 ml en el caso de rata y 0.5 ml para ratones, estableciéndose
un tratamiento diado durante todo el tiempo que dure el experimento.
Para la determinación de la inhibición de la inflamación que producen los extractos totales
obtenidos de 3. oblongifolia, tanto en inflamación aguda como crónica, se utilizan ratas
Wlstar macho, ensayados en el lote ACF/14.
Las fracciones obtenidas del fraccionamiento cromatográfico del extracto acetato de etilo,
son ensayadas para la determinación de la inhibición de inflamación aguda en ratones Swiss
macho, administrando sólo carragenina.
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DETERMINACIONES ANALÍTICAS DE Cu y ZN
MATERIAL
MATERIAL ANIMAL
Se emplearon ratas Wistar (Charles-River) machos, de 8 a 10 semanas de edad y pesos de
150±20gal principio de la experiencia. Fueron mantenidas en el estabulario en grupos de 5
animales por jaula con comida Panlab (0.06 g/Kg de Zn y 0.0324 g/Kg de Cu) y agua libre de
contaminación de Cu y Zn, at lIbItum.
REACTIVoS
* 7~-Carragenina (Sigma> al 2% en suero fisiológico
* Adyuvante completo de Freund (ACE) compuesto por lOmg/ml de Mycobocterlum
tuberculosis muertos por calor (Sigma).
• Tween 80 (Sigma)
• Metilcelulosa (Sigma>
* Indometacina (Sigma)
MATERIAL VEGETAL
Material vegetal utilizado para los distintos tratamientos
* Extracto hexánico lSOmg/Kg de animal (5.14g planta/Kg animal)
* Extracto diclorometánico l5Omg/kg de animal (1.23g planta/Kg animal)
* Extracto acetato de etilo lSOmg/Kg y 300mg/Kg de animal (7.81g planta/Kg
animal y 15.63g planta/Kg animal)
~Extracto metanólico lSOmg/Kg de animal (O.83g planta/Kg animal)
Material vegetal para la determinación de metales
* 200mg de extracto hexánico (6,85g planta/Kg animal)
* 200mg de extracto diclorometánicO (1.65g planta/Kg animal)
* 200mg de extracto acetato de etilo (10.45 planta/Kg animal)
* 200mg de extracto metanólico (1.llg planta/Kg animal)
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INSTRUMENTAL PARA LA DETERMINACIÓN DE METALES
* Jeringas y agujas para punción cardíaca
* Tubos de vidrio para centrífuga sumergidos previamente en una solución de NNO3
al 70% y agua destilada (1:1)
* Centrífuga
* Espectrofotómetro de absorción atómica Perkin Elmer 228.
* Crisoles de porcelana
* Mufla de 4000C.
MÉToDo
LOTES
Lotes problema
* CFA/7.- Se administra la carragenina 7 días después del ACF
* CFA/14.- Se administra la carragenina 14 días después del ACF
Lotes control
* Carragenina.- Sólo se administra el agente irritante
* ACE- Sólo se administra el agente infeccioso en aceite de parafina
* AIF (adyuvante incompleto de Freund).- Se administra el vehículo en el que se
suspende el Mycobacterium tuberculosis del ACF.
ADMINISTRACIÓN DEL TRATAMIENTO
La administración de los extractos se realiza mediante sonda esofágica para administración
oral. Los extractos se solubilizan en una mezcla (y/y) de tween 80/agua (V/VXO.2/3.3) y
metilcelulosa (P/V> al 1%. Se administra por via oral un volumen de imí por animal todos los
días desde la administración de carragenina, durante las semanas que dura el tratamiento.
Se utiliza un grupo patrón al que sólo administramos el vehículo en el que se suspenden los
compuestos a ensayar.
OBTENCIÓN DE SUERO (BEHJAMIN, W.A, E~ AL. 1979)
Las determinaciones séricas de Cu y Zn se hacen extrayendo 2 ml de sangre semanalmen-
te, por punción intracardíaca, a todos los animales del lote previamente anestesiados con eter.
Posteriormente se hace una determinación por espectrofotometría de absorción atómica de
las muestras de suero obtenidas.
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La toma de muestras siempre se realiza a la misma hora del día, siguiendo postriormente el
siguiente protocolo para la obtención del suero:
1,- Reposo durante 1 hora a temperatura ambiente
2.- Conservar en nevera (40C) durante 3-4 horas
3.- Centrifugar a 1500 r.p.m. durante 10 minutos
4.- Decantar el SUERO
5.- Desproteinizar el suero para eliminar interferencias en la determinación analítica
(30 minutos en baño maria a 550C)
6.- Congelar a ~20oChasta la realización de las medidas espectrofotométricas
EXTRACCíÓN DE Cu y Z¡~i DE LAS MUESTRAS VEGETALES
Los extractos cte San tolmo oblongifo lía, después de eliminar todo el solvente, se someten
a incineración en una mufla a 4000C hasta pesadas constantes, Los oligoelementos se solubilizan
en una mezcla de FINO3 al 70% y agua destilada (1/1), quedando de esta manera dispuestas
ias muestras para determinar la concentración de Zn y Cu presentes en la solución,
DETERMINACIONES DE ZN y Cu
Tanto para las muestras de suero anima! como para las muestras vegetales se ha utilizado
un espec[rofotómetro de absorción atómica Perkiri Elmer 2280 con lámparas de cátodo hue-
co, y dispositivo de bola de impacto. La llama es oxidante, producida por aire-acetileno, y las
soluciones patrón empleadas se preparan a partir de soluciones madre de lOOOppm. con las
disoluciones correspondientes de cada una.
Las longitudes de onda utilizadas han sido 213,9 nm y 324,8 mn para el Zn y Cu respec-
tivamente, con una rendija de 0.7mm para los dos elementos,
ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Los datos obtenidos de las determinaciones analíticas de Cu y Zn tanto en muestras anima-
les como vegetales son expresados como media aritmética ±error standad medio, La signifi-
cación estadística de todos los lotes con respecto al grupo control correspondiente, se deter-
mina mediante la t-Student.
H4W4~1 t4¿t0404
AISUXMIENTo DE COMPUESTOS ACTIVOS
CRoMAToGW1FÍA DE ADSORCIÓN EN CAPA FINA
MATERIAL
Fase estacionaria Cromatofolios de silicagel fluorescente (60F254)(Merk).
Fases móviles Diclorometano/acetato de etilo/tolueno
Diclorometano/acetato de etilo
Dioxano/hexano
Cloroformo/metanol
Todos los solventes utilizados (Panreac) fueron rectificados en nuestro laboratorio, ensa-
yándose diferentes proporciones de cada mezcla.
Soluciones reveladoras (Wagner, H. et al. 1983>
Oleum. ácido sulfúrico concentrado/ácido acético glacial/agua (2/40/8). Una vez
pulverizada la placa con esta solución se procede a calentar en estufa a 120
9C
durante 5-10 minutos. Se trata de un revelador general.
NR/PEG> ácido ~-etilaminodifenilbórico al 1% en metanol y polietilenglicol al 5%
en etanol. Es un revelador especifico de flavonoides.
ElYiclornrndffa]uminin al 5% en metanol y posterior calentamiento en estufa a 12O~C
durante 10-15 minutos. Es un revelador especifico para flavonoides y algunas
lactonas sesquiterpénicas (exposición UVXViIIar, A. et al, 1984).
MÉTODO
El desarrollo cromatográfico se realiza siguiendo la técnica propuesta por Stahl en 1969,
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en su modalidad unidimensional ascendente.
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CRorvmTocaá1rÍA DE ADSORCIÓN EN COLUMNA LÍQUIDO-SÓUDO
MATERIAL
Columnos
Cromatografia flash.- Columnas de vidrio Afora de 65mm, 37mm y lOmm de
diámetro interno por 300mm, lSOmm y 4Omm de altura de lecho respectiva-
mente.
Cromatografia de media presión (MPLC).- Cromatógrafo lkiuido de media pre-
sión MD 80/100 (Labomatic AG) con columnas de vidrio (Labochrom PGC-FA3)
de 52mm de diámetro interno y 549mm de longitud (1230mD.
Fases estacionarias
Silicagel 60 (Merk) de 230-400 mesh y 40-6%.
Silicagel 100 (Merk> de 70-230 mesh y 63-200p
Silicagel 60 (Merk) >325 mesh y 2O-45p
Fases móviles
Se utilizan como solventes cíe eluclón, aquellos que nos permitan una separación adecuada
del extracto, con una polaridad ajustada a las sustancias que se quieren separar. En los casos
donde la complejidad de la muestra es alta, se sigue la técnica de gradiente de elución, con un
aumento progresivo de la polaridad del eluyente.
Sistemas de solventes utilizados en columna flash:
1.- Diclorometano/acetato de etilo/tolueno 8/1/0.5
diclorometano/acetato de etilo 8/3; 8/5; 2/8
Metanol 100%
2.- Cloroformo/metano
1 8/2 y 5/5
Metanol 100%
Sistema de solventes utilizado en columnas de media presión:
1- Dioxano/bexarlO 4.5/5.5; 7/3 y 9.5/0.5
Metanol 100%
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MÉTODO
Tanto en la cromatografía flash como MPLC se realiza un empaquetamiento en seco. La
fase estacionaria se estabiliza por humectación con la fase móvil durante un tiempo que de-
penderá del diámetro y cantidad de fase estacionaria en la columna.
En los dos tipos de cromatografía de adsorción en columna utilizados, la muestra se disuel-
ve en el mínimo volumen de fase móvil para ser depositada en la columna y comenzar así el
proceso de separación cromatográfica.
En la cromatografía flash se introduce la muestra con una pipeta Pasteur lentamente y
resbalando por las paredes. El eluyente que arrastra la muestra es impulsado a través de la
columna, por la presión ejercida por un aireador que suministra una presión no superior a 2
bares,
En cromatografia MPLC la muestra, totalmente disuelta en la fase móvil, se introduce a
través de una válvula inyectora a una presión de 3-5 bares haciendo pasar posteriormente el
eluyente con la ayuda de una bomba a una presión inferior a 5 bares.
CRoMAToGRAFÍA DE EXCLUSIÓN
MATERIAL
Columnas.- Columnas de vidrio Afora de 3Omm y lOmm de diámetro interno y
SOOmm de altura de lecho,
Fase estacionaria.- Sephadex LH2O <Sigma>.
Fase móvil.- Se utilizó en todos los casos metanol, pasando a través de la columna
por gravedad.
MÉTODO
El montaje y desarrollo de la columna de exclusión es igual que para la columna flash. Se
realiza un empaquetamiento de la fase estacionaria, en este caso sephadex LH-20, en seco,
humectando la fase estacionaria hasta su estabilización, haciendo pasar el eluyente a través de
la columna por gravedad.
Como ocurría en los casos anteriores la muestra debo ser soluble en la fase móvil, metanol,
y disolverla en el mínimo volumen para ser introducida en el sistema cromatográfico mediante
una pipeta Pasteur, dejando resbalar la muestra por las paredes de la columna.
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ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DE COMPUESTOS
EsPECTRosCOPIA DE RMN
La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN> constituye en la actualidad la
principal técnica utilizada para la determinación de estructuras moleculares, proporcionándo-
nos información detallada de las mismas.
Al someter una molécula bajo la acción de un campo magnéticO, ciertos núclas, como
o ‘3C, se comportan como imanes, tendiendo a orientarse según dos direcciones posibles. La
alineación que proporciona mayor estabilidad, es aquella en la que el momento magnético
nuclear está orientado en la misma dirección que el campo.
Cuando estos núclas se someten a irradiación con radiación electromagnética de energía
correspondiente a la diferencia entre ambas alineaciones, se produce una transición de un
estado a otro, que constituye la señal de RMN. Es decir, La RMN cuantifica la energía necesa-
ria para orientar en contra del campo a dichos núclas, energía que se registra en valores de
desplazamiento químico <partes por millón, ppm>.
En la elucidación estructural de nuestros compuestos aislados, utilizamos ambos tipos de
resonancia 1H-RMN y 13C-RMN.
El espectro de resonancia magnética nuclear de protón, nos permite identificar el número
de protones presentes en la molécula, y nos proporciona información acerca de los grupos
funcionales existentes en la misma.
El espectro de resonancia magnética nuclear de carbono, nos acerca a la elucidación del
esqueleto molecular, pudiendo identificar los radicales carbonados existentes.
Tanto los espectros de resonancia de 1H como de 13C se realizan utilizando un
espectrofotómetro Bruker 250AC que trabaja a 250MHz para ‘H-RMN y 62.5MHz en el
caso de ‘3C-RMN.
IDENTIFICACIÓN CRoMAToGRÁFICA DE AZÚCARES
Para la identificación de los azúcares que forman parte de los heterósidos, se sigue la
técnica de hidrólisis en placa propuesta por Kartnig et al. en 1971. Se utiliza silicagel como
adsorbente, realizando la hidrólisis ácida con vapores de HCI concentrado una vez que se ha
colocado la muestra problema en el depósito. Se mantiene aproximadamente 30 minutos en
contacto, transcurrido este tiempo se colocan los azúcares testigos sobre el cromatograma y
se desarrolla éste,
Los solventes utilizados fueron:
- Acetato de etilo/metanol/ácldo acético/agua <60/15/15/10)
- Butanol/acetato de etilo/eter etílico/agua (9/6/3/1>
El revelado de los cromatogramas se hizo con timol sulfúrIco, calentándose las placas
durante 10 a 35 mInutos a 1000C.
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CuLnvo DE MACRÓFAGOS PERITONEALES DE RATÓN
Se utiliza el cultivo de macrófagos peritoneales de ratón como técnica in vltro para deter-
minar la inhibición de la liboración de eicosanoides <PGE2 y LTC4) que inducen los extractos,
fracciones y compuestos naturales aislados de San tolMo oblongifolia, administrados con
anterioridad a la estimulación del crecimento de los macrófagos.
MATERIAL
MATERIAL ANIMAL
Se utilizaron ratones NMRI (Charles-River) machos, con pesos comprendidos entre 25±2g.
Fueron mantenidos en el estabolario hasta su utilización en grupos de 10 animales por jaula,
con comida (Panlab> y agua at llbitum,
INSTRUMENTAL
* Contador celular (Autoanalizador Coulter. Izasa)
* Cámara de flujo laminar
* Incubador
* Placas petri de 35mm <Falcon)
REACTIVOS
* Medio de cultivo Dullrcco’s modified Hagles (DMEM)
* Penicilina G/estreptomicina (10000 unid./10000 pg) (Gibco>.
* Suero fetal (FCS)(Gibco)
* Ca A23 187 (Sigma>
* Fracciones cromatográficas obtenidas de San tolMo oblongIfolIa
* Compuestos aislados de SantolMo oblonglfolla
* Indometacina <Sigma)
* Ácido nor-dihidroguayarético (Sigma)
Dimetilsulfóxido (Sigma)
* Tampóm fosfato (composición descrita en material y métodos de la determina-
cián de eicosanoides, apartado de soluciones reguladoras)
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MÉToDO
Todo el proceso englobado bajo el titulo de cultivo de macrófagos peritoneales de ratón se
subdivide en tres ensayos que se suceden uno a continuación del otro:
a.- Extracción de macrófagos peritoneales de ratón
b- Cultivo de macrófagos peritoneales de ratón
c- Test de actividad
A. - EXTRACCIÓN DE MACRÓFAGOS PERITONEALES DE RATÓN
La técnica se desarrolla según el siguiente protocolo
L- Anestesia del animal de experimentación por inhalación de éter etílico
2.- Guillotinado de los ratones para producir la muerte y desangrado
3.- Apertura de un ojal en la piel del abdomen donde se inyectan 5 ml de PUS
4- Incisión en el músculo del abdomen para recoger el PUS, en el que se encuentran
los macrófagos peritoneales, con una pipeta Pasteur,
5.- Recuento de células mediante cámara de Newbauer o con un contador celular.
6.- Centrifugado de la solución de PUS recogida de la cavidad abdominal a 1000
rpm durante 10 minutos a 40C de manera que quedan precipitados los macrófagos.
B..- CULTIVO DE MACRÓFAGOS PERITONEALES DE RATON
1.- Se elimina el sobrenadante, obtenido con la centrifugación del PUS que contenía
los macrófagos, por decantación y se resuspenden las células en el medio de
cultivo DMEM con antibiótico y suero fetal (nutrientes para que crezcan los
macrófagos), de manera que nos quede una concentración de un millón de células
por mililitro.
2- Distribución del medio de cultivo que contiene los macrófagos en placas petri de
35 mm a una concentración de 2m1 por placa (dos millones de macrófagos).
3- Incubación de las placas a 370C y una atmósfera al 5% de CO2 durante 24 horas.
4.- Transcurrido ese tiempo se elimina el medio de cultivo <los macrófagos quedan
adheridos a la placa) con una pipeta Pasteur a vacio en la cámara de flujo laminar.
5.- Se lava 3 veces cada placa con 2 ml de PUS.
6.- AdicIón de 2 ml de medio nuevo a cada placa sin suero fetal, ya que puede
interferir en las determinaciones posteriores de mediadores.
a.- Tí~sr DE ACTIVIDAD
1.- En cada una de las placas petri que contienen el medio de cultivo nuevo sin suero
fetal se añade lOpí de las sustancias objeto de estudio a las distintas concentracio-
nes. Los compuestos ensayados junto con su origen son los que se indican a
continuación:
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Las concentraciones ensayadas de .5. oblong¡foIio varian según se trate de
extractos totales (200pg/ml a 4Opg/ml), fracciones (80¡ig/ml a 2Opg/ml) o com-
puestos aislados <lOOiaM a 12.5pM)<Bickel, D. et al. 1994). Para cada sustancia
se prueban las dos dosis superiores, en caso de producirse toxicidad celular, la
concentración se va disminuyendo hasta obtener viabilidad celular de los
macrófagos, concentración a partir de la cual se ensaya una dosis inferior.
Además de estas sustancias naturales se prueban dos sustancias que se utilizan
de referencia en la posterior determinación de PGE2 y LTC4, éstas son la
indometacina y el ácido nor-dihidroguayarético respectivamente. Al ser sustancias
puras las dosis utilizadas son las mismas que las ensayadas para los compuestos
aislados de origen natural.
2~ Incubación de los macrófagos con los distintos compuestos durante dos horas a
37
0C y atmósfera al 5% de CO
2.
3.-Adición de 10W del estimuladordel crecimiento Ca A23187 a una concentración
de 10
6M (Urune, K. et al. 1993>,
4.- Incubación durante 1 hora en las mismas condiciones.
5.- Confirmación con una observación microscópica del crecimiento normal de los
macrófagos en los controles y en el resto de las placas en las que se ensayan los
compuestos problema, para asegurar que no se ha producido la lisis celulai; acon-
tecimiento que podría dar resultados erróneos en la posterior determinación de
mediadores.
6.- Se decanta el medio sobre tubos de vidrio y se centrifuga a 3000 rpm durante 10
minutos para precipitar los restos celulares que pueda contener
Todos las pruebas con las sustancias problema y compuestos de referencia se hacen por
duplicado utilizando en cada ensayo dos tipos de control:
* Control positivo. En lugar de añadir el compuesto objeto de estudio se incorpora al
medio de cultivo 10W de DMSO, vehículo en el que se disuelven todas las mues-
tras, y posteriormente 10W de Ca A23187. Este control nos permite determinar
la secreción de mediadores por parte del macrófago al estimular su crecimiento, y
compararlo con la inhibición o potenciación que ejercen los compuestos ensaya-
dos.
* Control negativo. En este se añade, como en el caso anterior, lOi.íl de DMSO,
vehículo en el que se disuelvan los compuestos problema, y posteriormente, en
lugar de Ca A23187 se administra 10
1.d de la misma sustancia por ser DMSO
también el vehiculo en el que se administra el Ca A23187. Esteensayo proporcio-
na una medida de la liberación de mediadores que tendría lugar en condiciones
normales, es decir, sin estimular los macrófagos, y permitiría ver la influencia del
DMSO sobre los macrófagos.
El objetivo final del cultivo de macrófagos es la obtención del sobrenadante donde se deter-
mina la concentración de los mediadores liberados por los macrófagos sometidos a la acción
de los compuestos problema y un estimulador del crecimiento.
117
DETERMINACIÓN DE EICOSANOIDES (PGE2v LTC4)
La tecníca analítica que se utiliza para la determinación de la concentración de eicosanoides
(PCE2 y LTC4), presente en el sobrenadante de un cultivo de macrófagos peritoneales de
ratón, es un ELISA indirecta competitivo utilizando acetilcolinesterasa (AchE) como
marcador enzimático (Pradelles, P. et al. 1990). Este ensayo está basado en la competición
entre eicosanoide (ES> y eicosanoide marcado con la enzima (EIS-AchE) por unirse a una
cantidad limitada de anticuerpo monoclonal. La concentración de EIS-AchE es siempre cons-
tante, mientras que la concentración de EIS librevaria. La cantidad de EIS-AchE que es capaz
de unirse al anticuerpo monoclonal frente a EIS de la muestra, seria inversamente proporcio-
nal a la concentración de EIS en el pocillo.
MATERIAL
INSTRUMENTAL
* Placas de microtitulación de máxima adsorción de 96 pocillos (Nunc>
* Lector espectrofotométrico de placas de ELISA
RÍi~CT¡vos
* Anticuerpo policlonal de ratón
* Albúmina sérica bovina (USA>
* PCE2 conjugada con acetilcolinesterasa
* LTC4 conjugado con acetilcolinesterasa
• Anticuerpo monoclonal de ratón frente a PCE2
* Anticuerpo monoclonal de ratón frente a LTC4
* PCE2 standard
* LTC4 standard
* Reactivo de Elíman
SOLUCIONES REGULADORAS
Tampón carbonato.- Compuesto por 1.59g de Na2CO3 y 2.93g de NaHCO3 en
iL. de agua ultrapura, el pH lo ajustamos a 9.6.
Tampón fosfato (PBS).- la composición para iL. de solución es:
* 8 g CINa
* 0.2 g OK
* 1,15 g Na2HPO4
* 0,2 g KH2PO4
Ajustamos el pH de la solución a 7.4
Solución de lavado.- Solución de PUS con 0,1% de tween 20.
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Los reactivos inmunológicos utilizados proceden de la casa comercial Cayman Chemical
<Ann Arbor, MI). También se utilizan anticuerpos monoclonales de ratón frente a PGE2 y LTC4
procedentes del lnstitut fur Pharmakologie und Toxikologie, Universitát Erlangen-Núrnberg,
Alemania, cedidos amablemente por el Prof. Dr. 1<. Urune. El resto de los reactivos proceden
de la casa Sigma.
DESARROLLO DEL ELISA INDIRECTO CoMrEnnvo
La determinacion de la concentración de eicosanoides (PGE2 y LTC4> se realiza sobre dos
tipos de muestras:
Muestras de EISs standard.- Se utilizan concentraciones conocidas de BIS para
elaborar una curva patrón sobre la que después se extrapolan los datos obtenidos
con los compuestos objeto de nuestro estudio. Estas muestras se distribuyen en los
pocillos marcados como 5, utilizando 8 concentraciones diferentes, de mayor a
menor, 1 ng/mí, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml,
15,63 pg/ml y por último 7,81 pg/ml (S~ Sa).
Muestras problema.- Sobrenadantede del cultivo celular en el que se quiere deter-
minar la concentración de BIS. Se distribuyen en los pocillos marcados con un
asterisco <~).
Cada placa de ELISA debe contener además una serie de controles que nos permitan
eliminar todas las interferencias debidas a los reactivos utilizados, estos son:
Prueba en blanco <B).- Absorbancia debida al reactivo de BIlman.
Uniones no especificas (UNS). Uniones no inmunológicas del BIS-AchE al pocillo
Máxima unión (B).- Máxima cantidad de EIS-AchE que el antisuero puede unir en
ausencia de EIS libre.
Actividad total (AT).- Actividad enzimática total de la AchE unida.
Todos los ensayos se hacen por duplicado para obtener una mayor fiabilidad del método, y
su distribución es como aparece indicada en la figura 27.
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Figura 27.- Distribución de las muestras en los pocillos de la placa de microtitulación
119
ETAPAS DEL ENSAYO INMUNOENZIMÁTICO
1.- Tapizada. Se utilizan placas de BLISA de 96 pocillos que se tapizan con el Ac
policlonal de ratón a una concentración de 4 pg/ml en tampón carbonato, po-
niendo íOOml en cada pocillo. Se incubo durante toda la noche a 40C,
2.- Lavado. Se lavan tres veces los pocillos con la solución de lavado para eliminar
el Ac no unido.
3.- Roatapizado. Se bloquean las uniones inespecíficas de los reactivos al Ac fijado
a la placa añadiendo a cada pocillo 200m1 de 0,5% BSA en PUS. Incubamos
durante 1 hora a 370C,
4.- Lavado. Se lavan tres veces los pocillos con solución de lavado para eliminar el
exceso de USA.
5.- Incubación. Se incubo la placa durante 18 horas a 40C. añadiendo distintos
reactivos según se trate de controles, standard o problema:
* PBS.- Se añaden 100W de tampón a los pocillos de uniones no especificas
(UNS> y SOpí a los de máxima unión (B0).
* EIS standard (5).- Se añaden 50w1 de la concentración 8 a los pocillos S~,
bOpí de la concentración 7 a los pocillos S
7 y así sucesivamente todas las
concentraciones de standard.
* Muestras problema (*).- Añadimos SOpí de la muestra por pocillo.
* EJA-AchE.- Se añaden SOpí del eicosanoide marcado a cada pocillo de la
placa excepto a actividad total (AT) y blanco (B).
* Anticuerpo monaclonal de EIS.- Se añaden 50p1 a cada pocillo excepto,
actividad total (AT>,uniones no especificas (UNS) y blanco (U).
Durante este tiempo de incubación tienen lugar dos tipos de reacciones (Figura 28>:
a.- Competición de la BIS y BIS-AchE por unirse al Ac monoclonal específico del
BIS, formando los complejos inmunes Acm~EIS y Acm~BIS~AchB.
b.- Unión del Ac monoclonal de ratón frente a BIS al Ac policlonal de ratón adsorbido
en la placa de ELISA, este acoplamiento se produce por las regiones constante
(Fc> de los Ac, dando lugar a los complejos inmunes Acp-Acm~BIS y Acp-Acm~EIS~
AchE.
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FIgura 29.- Reacción catalizada por la acetilcolinesterasa
8.- Lecturas1eAaplaca~ Se utiliza un espectrofotómetro a una longitud de onda
entre 405-420 nm para medir la absorbancla en cada pocillo. La placa se ha
desarrollado bien cuando la absorbancia de los pocillos U0 está en el rango de 0.3-
0.8 unidades de absorbancia
Con los datos obtenidos de las muestras standard se elabora una curva patrón en la que se
representa la concentración de BIS (pg/ml) en el eje X y el % U/U0 en el eje Y, siendo el valor
real de U el resultado de restar UNS a los valores U obtenidos en la placa. Sobre esta curvao
patrón se extrapolan los valores de absorbancia real de la muestra <absorbancia-UNS) obte-
niendo un dato numérico de concentración de EIS para cada valor de absorbancia.
La absorbancla obtenida para cada ensayo es directamente proporcional a la cantidad de
EIS-AChE unida al Ac e inversamente proporcional a la concentración de BIS en la muestra,
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INDUCCIÓN DE ARTRITIS
La administración conjunta de un agente irritante local (carragenina) y de un agente infec-
cioso (ACF), produce en los animales de experimentación (ratones o ratas) una respuesta
inflamatoria que difiere en potencia respecto a los correspondientes lotes control (sólo
carragenina o sólo ACF).
De los parámetros que se tienen en cuenta a la hora de hacer un seguimiento del proceso
artrítico experimental, se han elegido los siguientes:
Inflamación aguda
Bdema plantar
Inflamación crónica
Inflamación plantar
Inflamación articular
Índice artrítico
Variación del peso corporal
Histología de la membrana sinovial
MoDELo EXPERIMENTAL DE ARTRITIS EN RATON
Las razas de ratones empleadas para comprobar el establecimiento de la inflamación cró-
nica han sido Swiss, la más común en laboratorio de Investigación, y DUA/1, raza descrita en
la literatura como más susceptible a la AA (Paska, W. et al. 1986>. La inflamación observada
corresponde en primer lugar con la respuesta a la carragenina <inflamación aguda, 3 hasta las
72 horas) y en segundo lugar con la inflamación al ACE (hasta el día 29 desde la inoculación
de AC9.
La utilización simultánea de pletismómetro (medida de volumen expresada en mililitros> y
calibre (medida de grosor expresada en milímetros) para medir la inflamación a lo largo de
todo el periodo experimental, permite comparar objetivamente las medidas obtenidas por
ambos métodos. La homogeneidad de los valores es mayor en las medidas del calibre (menor
error standard medio respecto a la media). Las medidas pletismométricas son más variables,
acentuándose dicha variabilidad sino se realizan en el mismo día, por lo que se requiere la
utilización de controles cada día mientras dure el proceso experimental. Debido a estos incon-
venientes los resultados obtenidos con pletismómetro sólo se indican en la medida del edema
plantar agudo.
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INFLAMACIÓN AGUDA
Edema plantar
La reacción inflamatoria a la carragenina es más intensa en los ratones Swiss que en los
DUA/l, en ambos casos se observa un máximo a las 5 horas que disminuye de forma progre-
siva hasta las 48 horas. A las 72 horas de la inyección se observa en ambas razas un nuevo
incremento del edema de magnitud similar al de las 5 horas (figura 1).
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Figura 1.- incremento
DBA/1.
de edema plantar <mm) inducido por carragenina. Comparación entre las razas Swlss y
La inoculación de ACF previa a la administración de carragenina, produce en todos los
lotes de ratones DUA/1 un incremento de la reacción inflamatoria a la carragenina, indepen-
dientemente del tiempo que haya transcurrido desde la inoculación del adyuvante <tablas la,
ib>. Este incremento es significativo para los grupos ACF/7, ACF/14 y ACF/29 (tabla la).
En el grupo ACF/7 la inflamación desarrollada es casi paralela a la de la carragenina hasta las
72 horas. El edema producido es máximo cuando la carragenina se inyecta a los 14 días desde
la inoculación del adyuvante, momento que coincide con el desarrollo de artritis por adyuvante
en animales susceptibles; la presencia de adyuvante en estos animales precipita la reacción
inflamatoria <máxima a las 3 horas), y modifica la respuesta <7 horas nuevo máximo, ausencia
de pico a las 72 horas) <figura 2).
-. - 4’-. - 1’
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Tabla la.- Incremento de edema plantar, medido con calibre (mm), inducido por adyuvante y
carragenina, desde la inyección de carragenina. Ratones DBA/1.
LOTES 3horas 5horas . 7horas 24.horaa 72 horas.
Carragenina 1.18±0.07 1.46±0.09 1,36±0.07 1.18±0.05 1.49±0.Oa
ACF/7 1.35±0.12 1.83±016’ 1.61±0.11 1.34±0.13 1.68±0.21’
ACF/14 1.95±0.07” 1.67±0.04 1.82±0.03” 1.49±0.08’ 1,34±0.15
ACF/21 1.30±0.08 1.53±0.08 1.43±0.05 1.26±0,06 1.22±0.06
ACF/29 1.88±0.11” 1.54±0.08 1,54±0.08 1.70±0.08” 1.38±0.13
Test t.Student: ‘p<O.O5, ‘pcz0.Ql
Tabla lb.- Incremento de edema plantar, medido con pletismómetro <mí), inducido por adyuvante
carragenina, desde la inyección de carragenina. Ratones DBA/1.
LOTES -, Sil - - 5 horas< ~7 hoÑktY< ‘<-24horagtt 72-hor«s<
Carragenlna 0,11±0.02 0.11±0.02 0.12±0.01 0.10±0.02 0.14±0.02
ACF/7 0.15±0.01 0.15±0.02’ 0.14±0.02 0.12±0.02 0.17±0.02
ACF/14 0.18±0.0V 0.17±0.01’ 0,18±0.0V 0.11±0.02 0.10±0.01
ACF/21 0.10±0.02 0.09±0.01 0,10±0.01 0.09±0.01 0.08±0.02
ACF/29 0,12±0.03 0.10±0.02 0.12±0.0V 0.20±0.02” 0.12±0.03
* Oarra~.nlna ~AoF/2l
• ACFI7 C- ACF/29
-V AOF/1 4
Figura 2.- Incremento de edema plantar <mm) inducido por adyuvante y carragenina desde la
inyección de carragenina. Ratones DBA/1. Test t-Student: p<O.O5, “PCO.Ol.
Test t-Student: p<O.OS, p<0.Ol
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La inoculación de ACE previa a la administración de carragenina, produce en ratones
Swiss un incremento de la inflamación en fase aguda respecto al grupo con carragenina,
fundamentalmente en el caso de que la inyección de carragenina se realice a los siete días de
la inoculación del adyuvante <grupo ACF/7>. Este aumento de la inflamación es significativo
en todos los periodos de las medidas exceptuando a las 7 horas (tabla 2a).
Tabla 2a.- incremento de edema plantar, medido con calibre <mm), inducido por adyuvante y
carragenina, desde la inyección de carragenina. Ratones Swiss.
~-‘ <rt Yyr ~t4~ s<j
<L~AT~8
~0
Carragenina 1.77±0.13 1.98±0.14 1.68±0.13 1.47±0.11 1.92±0.13
ACF/7 2.08±0,08’ 2.40±0.09’ 1.75±0.04 1.69±0.15’ 2.24±0.11’
ACF/14 1.90±0.11’ 1.67±0,17 1.58±0.12 1.61±0.13’ 1.22±0.24
ACF/21 1.26±0.07 1.57±0.09 1.48±0,12 1.28±0.12 2.31±0.27’
ACF/29 1.74±0.12 1,72±0.14 1.36±0,13 0.98±0.10 1.52±0.21
Test UStudent: ‘p<0.05, “p’.z0.0l
Tabla 2b.- Incremento de edema plantar, medido con pletismómetro (mí) inducido por adyuvante y
carragenina, desde la inyección de carragenina. Ratones Swlss,
Carragenina 0.14±0.03 0.19±0.03 0,16±0.02 0,15±0,02 0.26±0.03
ACF/7 0.27±0,0Q 0.29±0.04’ 0.26±0.03’ 0.18±0.02 0.24±0.02
ACF/14 0.31±0.04’ 0.20±0.02 0.18±0.03 0.20±0.03’ 0.12±0.02
ACF/21 0.08±0.03 0.16±0.02 0.13±0.02 0.09±0.01 0.24±0,02
ACF/29 0.17±0.02 0.19±0.03 0.17±0.01 0,13±0.02 0.18±0.01
Test t-Student: ‘p’cO.05, “p’OO1
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LAMACIÓN CRÓNICA
a Inflamación crónica se mide a dos niveles:
a.- Inflamación plantar
b.- Inflamación artIcular
Inflamación plantar
..a inflamación plantar crónica se mide desde las 72 horas hasta el día 29 desde la adminis-
ión de carragenina, ya que es la inyección de este agente Irritante el responsable de la
lación del proceso inflamatorio. La inoculación de ACF por si solo no produce efecto
inatógeno medible.
—u
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£n los ratones DUA/1 se produce un aumento significativo de la Inflamación plantar en el
21 en todos los lotes <tabla 3). La inflamación es signifIcativa desde el día 14 en los grupos
F/21 y ACF/29 y se prolonga hastael día 29 en los grupos ACF/14, ACF/21 yACF/29.
~ aumento, sin embargo, no tiene lugar en la raza Swiss salvo en el lote ACF/7 día 21
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Tabla 3.- Incremento de Inflamación plantar <mm) inducida por adyuvante y carragenina, desde la
inyección de carragenina. Ratones DBA/1.
LOTES Día 7 DÍa 14 pta21 Día 29
Carragenina 0.98±0.12 0.78±0.08 0,23±0.03 0.32±0.09
ACF/7 0.81±0.09 0.74±0.13 0.62±0.12” 0.37±0.02
ACF/14 0.69±0.07 0.45±0.02 0.66±0.06” 0.47±0.06’
ACF/21 1,07±0.10 1.03±0,09’ 0.81±0.07* 0.62±0.04’
ACF/29 0.61±0.12 0.94±0.15’ 0.64±0.07” 0.61±0.06’
Test t’Student: ‘PC0.05, ~p<O.Ol
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Figura 4.- Incremento de inflamación plantar (mm) inducida por adyuvante y carragenina desde la
inyección de carragenina. Ratones DBA/1. Test t-Student: ‘p<O.05, “p<0.Ol.
Tabla 4-Incremento de inflamación plantar (mm> inducida por adyuvante y carragenina, desde la
inyección de carragenina. Ratones Swiss.
LOTES ‘vDiaZtY ;~j~b ~ c<~
Carragenina 1.26±0.16 1.31±0.15 0.68±0.12 0.71±0.09
ACF/7 1.31±0.22 1.37±0.14 0.85±0.06* 0.60±0.07
ACF/14 0,68±0.16 0.56±0.13 0.38±0.04 0.30±0.03
ACF/21 1.21±0.12 1,23±0.15 0.58±0,07 0.36±0.03
ACF/29 0.66±0.10 0.23±0.08 - 0.38±0.06 0.32±0.06
Test t-Studenb pcO.05, “p’cO.01
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Li.- Inflamación articular
En las tablas 5 y 6 se indican los incrementos de inflamación articular de los tres lotes
control utilizados (carragenína, AIF y ACfl en las dos razas, Swiss y DUA/1. El grosor articu-
lar sólo está aumentado cuando se administra carragenina como agente flogógeno.
Tabla 5- Incremento de inflamación articular (mm> comparada entre los grupos control desde la
administración del agente. Ratones Swlss.
Carrogenlna 0,40±0.08 0.51±0.07 0.45±0.05 0.43±0.037
AIF 0.18±0.04 0.21±0,03 0.19±0,06 0.20±0.056
ACF 0.12±0,01 0.24±0.03 0.19±0.03 0.18±0.014
Tabla 6.- Incremento de inflamación articular <mm> comparado entre los grupos control desde la
administración del agente. Ratones DBA/1.
Carragenlna 0,39±0.05 0.40±0,06 0,38±0.04 0.35±0.04
AIF 0.19±0.05 0.21±0.03 0.23±0.05 0.22±0.06
ACF 0.22±0.08 0.22±0.02 0,18±0.01 0.17±0.02
Cuando se administran conjuntamente ACF y carragenina en las dos razas de ratones,
Swiss y DBA/1, y en todos los lotes, se observa un incremento significativo de la inflamación
articular en las primeras semanas desde la inyección de carragenina, respecto al grupo ACF
(tablas 7 y 8).
Tabla 7.- Incremento de inflamación articular (mm) Inducida por adyuvante y carragenina desde la
inoculación del ACF? Ratones Swiss.
Test t-Student: ~p<0OS “p.c001
132
Tabla 8.- Incremento de inflamación articular (mm) inducida por adyuvante y carragenina desde la
inoculación del ACE Ratones DM/1
§fl Of ¼w~ ,
ACF 0.22±0.08 0.22±0.02 0.18±0.01 0.17±0.02
ACF/7 0.23±0.05 0,44±0.03’ 0.50±0.04” 0.49±0.07’
ACF/14 0.18±0.02 0.20±0.05 0.48±0.04” 0.37±0.06’
ACF/21 0.28±0.09 0.29±0.04 0.26±0.08 0.41±0.05’
ACF/29 0.19±0.02 0.21±0.05 0.23±0,04 0.32±0.05’
Test t-Student: ‘p~cO.O5, “p.cO.Ol
En los ratones raza DUA/1 aparecen manifestaciones típicas de procesos artríticos, que no
son tan evidentes en la raza Swiss, estas anomalías se refieren a ulceraciones en las articulacio-
nes del rabo y testículos, además de un comportamiento agresivo <Whitehouse, MW. 1988>.
INDICE ARTRÍTICO
El índice artrítico es una medida de pérdida de funcionalidad de las extremidades del ani-
nial, asignando a cada articulación un valor numérico diferente> según el grado de afectación.
Como ocurr~ en el caso anterior con la inflamación articular, el índice artrítico para el lote
inyectado sólo con carragenina (tablas 9 y 10) es el que tiene aumentados esos valores y en la
misma cuantía que en íos lotes a los que se administran los dos agentes, ACF y carragenina
<tablas 11 y 12)
Tabla 9.- Indice artrítico comparado entre los grupos control desde la administración del agente.
Ratones Swiss.
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Tabla 10.-Índice artrítico comparado entre los grupos control desde la administración del agente.
Ratones DUA/1.
4,4k2,’ .--.
7.0±0.4 6.4±0.2 5.2±0,0 5.4±0.12Carragenina
AIF 0.3±0.0 0.3±0.1 0.3±0,0 0.4±0.05
ACF 0,3±0.0 0,4±0.0 0,4±0.0 0.4±0,03
Con respecto a la incidencia de la artritis en los lotes a los que se administra conjuntamente
ACE y carragenina, todos los animales desarrollan unos valores de índice artrítico alrededor de
8 en la semana siguiente a la administración de carragenina (tablas 11 y 12>.
Tabla 11.-Índice artrítico Inducido por adyuvante y carragenina desde la inoculación del adyuvante.
Ratones Swlss.
ACF 0.3±0.0 0,4±0.0 0,4±0.0 0,4±0.03
ACF/7 0.2±0.0 8.0±0,1” 8,2±0.4” 6,8±0.17’
ACF/14 0.3±0.0 0.4±0.0 6,7±0.3’ 6.5±0.23’
ACF/21 0.2±0.0 0,3±0.0 0.4±0.0 7.9±0.35”
ACF/29 0,4±0,0 0.5±0.1 0.5±0.0 0.4±0.02
Test t-Student: ~p,<Q,Q5,“p<0•Q1
Tabla 12.- Índice artrítico Inducido por
adyuvante. Ratones DUA/l.
adyuvante y carragenina desde la administración de
Test t-Student: ‘p.cO.OS, “p.c0.0l
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VAWACIÓN DE PESO CORPORAL
En las tablas 13 y 14 aparecen indicados los datos de ganancia de peso corporal de las dos
razas de ratones estudidas, en éstas no se aprecia un descenso significativo en ningún lote, así
mismo tampoco hay diferencias cuando comparamos los tres lotes patrón (datos no mostra-
dos>.
Tabla 13.- Ganancia de peso corporal (g> desde la inoculación del adyuvante en ratones Swiss.
t ?q7.~4<
½»
~ ‘U ~ktttt
AIF 25.6±0.15 35.8±0.10 38.2±0.24 41.3±0.21
ACF 23.8±0.12 30.1±0.15 32.4±0.20 32.8±0.12
ACF/7 24.1±0.11 29.6±0.16 33.4±0.19 35.2±0.23
ACF/14 24.8±0.21 31.4±0.25 31.6±0.12 33.4±0.16
CFA/21 23.5±0.12 31,2±0.32 33.1±0.21 33.8±0.26
CFA/29 24.1±0.15 30.8±0.26 33.2±0.27 34.5±0.19
Tabla 14.- Ganancia de peso corporal (g) desde la Inoculación del adyuvante en ratones DUA/1
kW Y ~e); tk ~ ~¿ ~Ñ~
-~iLi: <e) k< e)>
AIF
ACF
ACF/7
ACF/14
CFA/21
CFA,/29
27.2±0.10
25.2±0.22
25.3±0.15
23.2±0.30
25.0±0.14
25.2±0.10
34,1±0.13
31.3±0.19
28.9±0.23
33.1±0.20
29.0±0.26
31.2±0.16
37.8±0.20
33.5±0,18
34.6±0.21
30.5±0.28
32.9±0.18
34.7±0.21
39.2±0.18
32.2±0.21
34.9±0.29
34.8±0.22
32.5±0.31
33.9±0.23
H¡sToLo&x DE u~ MEMBRANA SINOVIAL
A nivel histopatológico, el grupo AIF presenta la morfología de una membrana sinovial
totalmente normal (figura Sa>. Las variaciones inducidas en los otros dos grupos control, ACF
y carragenina, son similares y se caracteyjzanpor la proliferación moderada de células sinoviales,
con una ligera infiltración leucocitaria <figura 5b y Sc). Cuando administramos conjuntamente
ACF y carragenina <ACF/7, ACF/14, ACF/21 y ACF/29) se observan cambios histológicos
evidentes respecto a los grupos control, tanto de la raza Swiss como DBA/1. Se produce una
hiperpíasia celular importante de Zacapa bordeante de la membrana sinovial e Intensa infiltración
leucocitaria. A medida que progresa la enfermedad las alteraciones histopatológicas son más
severa dando lugar a la formación de granulomas a partir del día 21 desde la inoculación del
adyuvante. El lote que desarrolla unos cambios histológicos más acusados es el ACF/7 y
ACF/14, principalmente a partir de los días 14 y 21 (figura Sd) desde la administración de
carragenina. No se observan diferencias significativas en cuanto a las modificaciones estructu-
rales de la membrana sinovial entre las dos razas utilizadas.
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MODELO EXPERIMENTAL DE ARTRITIS EN RATA
El animal de experimentación utilizado son ratas Wístar machos, con las que se sigue el
mismo protocolo experimental de inducción de artritis que para los ratones, haciendo las
mismas determinaciones que se indican al comienzo de este capitulo.
El cobre y el cinc, como se indicó en el apartado dedicado al estudio del proceso inflamatorio,
tiene una gran importancia en los procesos artríticos, describiéndose modificaciones en la
homeostasis de estos dos elementos en patologías que cursan con inflamación <Powanda,
MC, et al, 1980)(Milanino, R, et al. 1993). Debido a su demostrada relación en este tipo de
alteraciones se incluye aqui la determinaciónsérica de estos dosoligoelementos, como parámetro
sistémico para evaluar el proceso artrítico obtenido con las ratas Wistar al administrar conjun-
tamente ACF y carragenina.
INFLAMACIÓN AGUDA
La inoculación de ACF previa a la administración de carragenina, produce en ratas Wistar
un incremento de la reacción inflamatoria a carragenina principalmente a partir de las 24
horas, en el caso de que la carragenina sea inyectada a los 14 días de la inoculación del ACF
(tabla 15, figura 6).
Tabla 15.- Incremento de edema plantar (mm) inducido por adyuvante y carragenina
desde la administración de carragenina, Ratas Wistar.
4 - 4,*~k~
>~ -~ ~,i;
3.58±0,42 4.46±0.44 1.92±0,16 1.14±0.09 090±0.16
2.83±0.37 2.60±0.31 1.42±0.12 0,88±0,11 1.33±0.12
4.17±0,43 4.03±0.31 2.96±0.33* 2.76±0.12 2.95±0.52*
Carragenina
ACF/7
ACF/14
Tes~ t-Student: ‘p.c0.05, “pctO.01
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Figura 6.- Incremento de edema plantar <mm> inducido por adyuvantc y carragenina desde la
administración de carragenina. Ratas Wlstar. Test t-Student: p.cQOS “p<O.O1.
INFLAMACIÓN CRÓNICA
Dentro de la inflamación crónica se hacen dos tipos de medidas:
a.- Inflamación plantar
b.- Inflamación articular
A. - INFLAMACIÓN PLANTAR
En los días 7, 14 y 21 después de la inyección de carragenina, los valores de edema plantar
continuaron descendiendo en todos los grupos excepto en el lote ACF/14, en el cual perma-
necieron elevados. Bn este periodo, el Incremento máximo de inflamación fue detectado 7
d~,is después de la inyección de carragenina (76.5%), permaneciendo significativo después de
los días 14 y 21 desde la administración de carragenina (día 29 y 36 desde la inoculación de
ACF respectivamente (tabla 16, figura 7).
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Tabla 1&- Incremento de inflamación plantar crónica (mm) inducida por adyuvante y carragenina
desde la administración de carragenina. Ratas Wistar.
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14 21
Días desde la administración de Garragenina
Figura 7.- Incremento de Inflamación plantar crónica (mm) inducida por adyuvante y carragenina
desde la administración de carragenina. Ratas Wistar. Test t-Student: *~,<Q05 ‘p~<001
B.- INFLAMACIÓN ARTICULAR
Se produce un aumento inflamatorio de la articulación de la pata inyectada con carragenina
en el lote ACF/14 a partir del día 14 desde la Inoculación del adyuvante. Este incremento fue
más evidente en el día 21, para descender ligeramente el día 29, aunque manteniendo una
significación estadística de pcO.05 con respecto al grupo ACF <tabla 17, figura 8).
Test t-Studentk p’cO.05, “p’zO01
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Tabla 17.- Incremento de inflamación articular <mm) inducida por adyuvante y carragenina desde la
administración del adyuvante. Ratas Wistar.
k~Á fl “a ..k.<
—-—¿jis
AIF 0.24±0.12 0.25±0,11 0.28±0.11 0.44±0.08
ACF 0.30±0.10 0.50±0.13 0,67±0.11 0.59±0.09
ACF/7 0.20±0.11 0.43±0.08 0.60±0.05’ 0,50±0.12
ACF/14 0.22±0.12 045±0.10 1.82±0.16” 1.64±0.20’
Test L-Stuclent, ‘pcO.O5, “p.c0.Ol. Significación estadística respecto al lote ACE.
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Figura 8.- Incremento de inflamación articular <mm> Inducida por adyuvante y carragenina desde la
administración de ACF. Ratas Wistar, Test t-Student: *p<fj 05, “p’cO.Ol
Durante este tiempo de Inflamación marcada y severa se produce una acumulación de
tejido blando, limitando los movimientos y dando lugar a una anquilosis con pérdida de
funcionalidad articular (figura 9).
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Figura 10.- Indice artritico
Ratas Wistar. Test t-Student:
inducido por adyuvante y carragenina desde la administración de ACF.
pcO.OS, “p<O.O1, ***p<0jJ05.
VARIACIÓN DE PESO CoRPoRAL
La inoculación de ACF a ratas Wistar produce un descenso en la ganancia de peso a partir
del día 7 con respecto al grupo control AIF. La media del peso corporal de los animales
control aumentó progresivamente desde un valor inicial de 1509 hasta 327g en el día 29, este
aumento fue comparable a los animales no inyectados con ninguna sustancla. El grupo CFA/
7 presentó un descenso significativo en la ganancia de peso sólo en la primera semana de
medida (14 días después de la inoculación de ACF>, recuperándose a partir de este día los
valores (tabla 19, figura 11),
Tabla 19.- Ganancia de peso corporal (g) desde la admInistración del adyuvante. Ratas WistaÉ
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Figura 11.- Ganancia de peso corporal <g> desde la administración de ACF.
Student: ‘p.cO.05, ‘pczO.01.
Ratas Wistar. Test t-
BI descenso de ganancia de peso más acusado lo presentó el grupo ACF/14 principalmen-
te a partir del día 14 de enfermedad,
HISTOLOGÍA DE LA MEMBRANA SINOVIAL
Los cambios histopatológicos observados fueron similares a los que se producen en la
artritis reumatoide humana, caracterizados por proliferación de la capa bordeante de células
sinoviales, con una densa infiltración leucocitaria y formación de granuloma.
Las alteraciones sinoviales inducidas sólo por la administración de carragenina, consisten
en una ligera infiltración celular, sin formación de granuloma (figura 12b). Los principales
daños articulares a nivel histológico son producidos por la administración conjunta de ACF y
carragenina. En la figura 12c aparece reflejado eldaño histológico del grupo más afectado por
el proceso artritico, el ACF/14, en esta se muestra un corte histológico de membrana sinovial
del lote ACF/14 en el día 21, día y lote en el que se alcanzan los valores de inflamación, tanto
articularcomo plantar, más elevados. El lote AIFse toma como control, al poseer una morfología
sinovial normal (figura 12a>,
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MODIFIcAcIÓN DE LOS NIVELES SÉRICOS DE Cu y ZN
Cada uno de los agentes flogógenos utilizados induce un proceso inflamatorio distinto, con
diferentes manifestaciones clínicas, y por tanto presumiblemente con variaciones en la con-
centración sérica de Cu y/o Zn.
CONcENTRACIÓN SÉRICA DE Cu
Los valores normales <sin ningún agente flogógeno) de Cu en suero de ratas Wistar ma-
chos, obtenidos en las condiciones de nuestra experiencia, oscilan entre 1.05±0,005en la
primera semana y 0.99±0.018 en las cuatro semanas siguientes, estos valores son más bajos
que los obtenidos para ratas Sprague-Dawley hembras, por Milanino et al. en 1988, cuyos
resultados fueron 2.02±0.33y 2.26±0.55respectivamente,
En la tabla 20 y figura 13, aparece reflejada la influencia de la carragenina y ACF sobre los
niveles séricos de Cu con respecto al grupo AIF al que sólo se ha administrado adyuvante
incompleto de Freund <sólo aceite de parafina).
Tabla 20.- Concentración sérica de Cu (mg/L) en ratas Wlstar. D~xs desde la administración del
agente.
Zk7’~’T¡kW kj¿e
¼;, 19
~ -t
AIF 1.05±0.005 103±0022 0.99±0.018 0.99±0.018
ACF 2.12±0.024” 1.25±0.028’ 1,18±0.031’ 1.04±0.027
Carragenina 1.27±0.014’ 1,02±0.023 1.03±0.018 0.96±0.021
Test t-Student “pc0.01, ‘p.c0.05.
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Figura 13.- Concentración sérica de Cu (mg/L> en ratas Wistar. Test t-Student: ‘p’cO.05, “p.c0.Ol.
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La carragenina produce un aumento significativo en la concentración de Cu en suero
después de 7 días de su inyección, volviendo a unos niveles normales respecto al grupo AIF, a
partir de la segunda semana.
El ACE da lugar a una hipercupremia más acusada que en el caso anterior durante la
primera semana, manteniéndose los valores elevados, aunque en menor cuantía, a lo largo del
tiempo hasta obtener tasas normales después del día 29.
Cuando administramos conjuntamente ACF y carragenina, tienen lugar variaciones en la
concentración de Cu observadas en el suero de estos animales. En los lotes ACF/7 y ACF/
14, en la semana posterior a la administración de carragenina (día 14 y día 21 de enfermedad
respectivamente), se produce un aumento de la concentración sérica de Cu que se mantiene
aumentado de forma significativa hasta el día 29 desde la administración del ACF (tabla 21 y
figura 14>.
Tabla 21.- Concentración sérica de Cu <mg/L) en ratas Wistar, Influencia de la administración de
carragenina.
9 H Ña
~¿dkd\k~t Lt’
ACF 2,12±0,024 1.25±0.028 1.18±0.031 1.04±0.027
ACF/7 2.02±0.030 1.60±0.021” 1.37±0.028’ 1.40±0.031”
ACF/14 2.05±0.025 1.21±0.030 1.48±0.023” 1.36±0.032”
Test t-Student “pc0.01 ‘pcO 05.
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Figura 14.- Concentración sérica de Cu <mg/L> en ratas Wistar, Influencia de la administración de
carragenina. Test t-Student: ‘p.cO.O5, 4~p<0,0’
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CoNCEIWFRAc¡ÓN SÉmCA DE ZN
Los valores normales en la concentración de Zn en suero de ratas Wistar, machos, obteni-
dos en las condiciones de nuestra experiencia oscilan entre 1.30±0.014en las muestras
procedentes de la primera semana del tratamiento (sólo vehículo) y 1.24±0.021a las cuatro
semanas de iniciar la prueba. Al igual que ocurría en el caso del Cu, estos valores son más
bajos que los obtenidos en ratas Sprague-Dawley por Milanino et al,, 1988, correspondiendo
2.44±0.45<JA semana> y 2.04±0,38(4~ semana).
Cuando comparamos los datos obtenidos de los grupos carragenina y ACF (tabla 22, fIgura
15) con el lote patrón <AIF), se observa que la inoculación del adyuvante completo de Freund
a los animales, produce un descenso significativo de los niveles de Zn durante la primera
semana de enfermedad que se mantiene hasta el día 29, momento en el que los valores se
aproximan a los normales. Por otra parte, según se muestra representado en la figura 15, la
carragenina no tiene ningún efecto significativo sobre la concentración sérica de este
oligoelemento.
Tabla 22.- Concentración sérica de Zn <rng/L) en ratas Wistar. Olas desde la administración del
agente.
1.24±0.021
?‘-‘<k
t2,kt~¿j’4, k>¿¿Á<’>kkkk%k~>.<-~--~½--<Ák~P ~Ykí P ‘-4~ ~4k&~$~>cJs1~\9ke)1
AIF 1.30±0.014 1.27±0.017 1.26±0.018
ACF 1.01±0.020” 1.03±0.028’ 1.07±0.027’ 1.15±0.016
Carragenina 1.11±0.021 1.10±0.019 1.25±0.022 1.19±0.014
Test t-Student “p.c0.01, ‘p.c0,05.
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Figura 15.- Concentración sérica de Zn (mg/L) en ratas Wistar. Test t-Student: *p<005 “p’c001
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De estos resultados, y en las condiciones de la experiencia, se puede deducir que un agente
infeccioso como es el adyuvante completo de Freund induce en el animal de experimentación
un descenso en los niveles séricos de Zn, mientras que un agente irritante local <carrageniria)
no tiene ningún efecto sobre estos.
Si se lnyecta la carragenina el día 7 desde la inoculación del adyuvante <ACF/7), no se
observa ningún cambio en la concentración con respecto al grupo ACE Si se administra el día
14 post-inoculación (ACF/14) se produce un descenso sérico de Zn significativo frente al
grupo ACF, que permanece hasta el día 29 (tabla 23, figura 16).
Tabla 23.- Concentración sérica de Zn (mg/L> en ratas Wistar. Influencia de la administra-
ción de carragenina.
A
ACF
1
1.01±0.020
13
4k
1.03±0.028’ 1,07±0.027
-
1.15±0.016
ACF/7 0,93±0.024 1.03±0,026 1.12±0.015 1,14±0.022
ACF/14 0.94±0.021 0.99±0.019 0.99±0.022’ 1,05±0.031’
Test t-Student “p<O.Ol, ‘p.c0.O5.
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Figura 16.- Concentración séricade Zn (mg/L) en ratas Wistar, Influencia de la administración de
carragenina, Test t-Student: ‘pc0.05, **p<¿3fl1,
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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE
EXTRACTOS ORGÁNICOS DE S. OBLONGIFOLIA
RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS
El rendimiento de los extractos orgánicos de S. ohiongifolia reflejados en la tabla 24, son
obtenidos a partir de 2.5 Kg de droga y expresados por 1009 de planta seca.
Tabla 24.- Rendimiento de los extractos orgánicos de 8 oblongifolia.
< ~4s,k~~4»Y< - ¿1-:~;1~-~k~ ~ ~
Hexano 73 2.92
Diclororneíano 303.7 12,15
Acetato de etilo 48 1.92
Metanol 449.5 17.98
ACnvIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS «IN VIVO»
Los extractos orgánicos obtenidos de 8, oblongifolla mediante extracción en caliente con
solventes de polaridad creciente, fueron probados en ratas Wlstar macho para determinar su
actividad antiinflamatoria en procesos agudos y crónicos.
El modelo experimental utilizado fue el establecido por Mizushima en 1972 con la modifi-
cación realizada por nuestro grupo ateniéndonos a los resultados obtenidos y presentados en
esta memoria, donde el grupo ACF/14, lote al que se administra la carragenina 14 días
después del ACF es con el que seobtiene el establecimiento de un proceso artrítico crónico en
ratas Wistar. Estos resultados han sido admitidos para su publicación recientemente (Silván, A.
et al. 1995>,
Todos los preparados se han administrado a partir del día 14 de la enfermedad (día de la
administración de carragenina), diariamente durante dos semanas, comparando los resulta-
dos obtenidos con el grupo ACF/14 al que se administró diariamente el vehículo.
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INFLAMACIÓN AGUDA
Edema plantar
Se mide la inflamación aguda provocada en ratas Wistar macho inoculadas previamente
con ACE, cuando se inyecta carragenina. Las medidas se realizan a las 3, 5, 7, 24, 48 y 72
horas después de la inyección del agente irritante,
Como sustancia de referencia se utiliza la indometacina y como lote control el grupo ACF/
14 al que sólo se administra el vehículo en el que se suspenden las muestras.
Bn la tabla 25 aparece indicado el tanto por ciento de inhibición del edema plantar que
inducen los extractos totales y la sustancia de referencia.
Tabla 25.- % de inhibición del edema plantar, inducido por la administración oral de los
extractos obtenidos de 8. oblongifolia. Horas desde la administración de carragenina. Ratas
Wistar.
~4 Ñs4í4k ~ ~kb~k a
Indon:etacina lrng/Kg 59.6±32” 47.0±2,9” 17.0±2.2 13,2±0.8 6,49±1.2
blexono l5Omg/Kg 21,9±2.1’ 26.3±3,5’ 4.61±0,4 16,7±0.4’ 23.4±2.3’
DOMe 150n,g/Kg 12.3±3.3 12.6±0,9 14,1±0,8 1.3±0.1 1.70±0,8
AcEt lSOmg/Kg 1.8±0,4 30,8±3.2” 29,6±2.0’ 16.0±0.2’ 18,6±1.3’
MeOR l5Omg/Kg 0.9±0.1 72±0.14 3.2±0,2 12.1±2,6 19,0±1.6
Test t-Student: ‘p.~O.O5, “p’cO.Ol. Significación estadística respecto al lote ACF/14. Los valores de edema
plantar en el grupo control fueron: 4,38±0,17;4.44±0.13;2,77±0.23;2,88±0.13;2.95±0,17a las 3, 5, 24,
48 y 72 horas respectivamente.
Como se puede observar la indometacina, sustancia de referencia, ejerce una potente
acción en las horas inmediatamente posteriores a la inyección de carragenina (3, 5 y 7 horas),
mientras que a las siguientes disminuye esta actividad.
De los extractos ensayados el más activo resultó ser el AcEt, el cual alcanzó unos valores de
inhibición superiores a la indometacina a las 24, 48 y 72 horas. Para determinar si existe
relación entre la dosis administrada y la respuesta obtenida ensayamos para el extracto más
activo una nueva dosis, SOOmg/Kg de animal obteniendo los resultados que se muestran en la
tabla 26, figura 17,
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Tabla 26.- % de inhibición del edema plantar, inducido por la administración oral del extracto
acetato de etilo de S. ohlongifolla. Horas desde la inoculación de la carragenina. Ratas Wistar.
- k~VÁ’ kk - ‘ e) e) kS~e)
Ir,dometacina lmg/Kg
AcEt l5Omg/Kg
AcEtSOOmg/Kg
59.6±3.2” 47.0±2.8” 17.0±2.2 13.2±0.8 6,49±1.2
1.8±0.4 30.8±3,2” 29,6±2.0’ 16,0±0.2’ 18,6±1.3’
18.5±0,4 21,6±2.9’ 30,3±1.9’ 31.2±13” 33.5±0.9”
Test t-Student: ‘p.cO.OS, “p.c0.01. Significación estadística respecto al lote ACF/14.
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Figura 17.- % de inhibición del edema plantar, inducido por la administración oral del extracto
acetato de etilo. Ratas Wistar. Test t-Student ‘p’cO.05, “p.c001
A tenor de los resultados podemos decirque la actividad antiinflamatoria del extracto acetato
de etilo es función de la dosis a partir de las 24 horas, cuando se administra a la dosis de
300mg/Kg de animal.
**
**
**
**
1—
1*
‘4,’
•<“‘1
1
*
1/
u ¡ 1 ¡ ¡
8 5 7 24 48 72
Horas desde la administración de Garra genina
ke’wW.k4
INFLAMACIÓN CRÓNICA
Inflamación plantar
Se toman medidas durante los 7, 14 y 21 días posteriores a la administración de la
carragenina, obteniéndose los datos reflejados en la tabla 27.
Tabla 27.- % de inhibición de la inflamación plantar crónica, inducido por la administración oral de
los extractos obtenidos de 8. oblonglfolia. Días desde la administración de carragenina. Ratas Wistar,
?;4~*Éi~¿ ;~rk’k~Lky Ak~kk - - , -
Indometacfno lmg/Kg 16,6±0.8 35,8±1.9 36.2±1.4
Hexano lSOmg/Kg 24.2±1.8 33.7±1.1 67.0±2.3’
DCIMe lSOmg/Kg 1.67±0.1 31.6±1.6 28.7±1.6
AcEt l5Orng/Kg 33.3±0.7’ 44.2±2,4’ 67.0±3.5’
MeOR lSOmg/Kg 40,8±1.1’ 36.8±1.1 73.4±5.2’
Test t’Student: ‘p’cO.O5, “p.c0.Ol. SIgnIficación estadística respecto al lote ACE/14. Los valores
de inflamación plantar en el grupo control fueron~ 1.20±0.08;0.95±0.13;0.94±0.07en los
días 7, 14 y 21 respectivamente.
El extracto acetato de etilo, como ocurría con la inflamación aguda, es el más activo,
seguido del metanol y el extracto hexánico, mientras que el diclorometano no muestra ningu-
na actividad.
En la tabla 28, figura 18, se indican los datos obtenidos con el ensayo de una dosis superior
de 300mg/Kg de animal del extracto acetato de etilo,
Tabla 28.- % de inhibición de la inflamación plantar crónica, inducido por la administración oral del
extracto acetato de etilo de 3. oblonglfolia. Días desde la administración de carragenina. Ratas
Wistar.
Indometacina hng/Kg
AcEt lSOma/Kg
16.6±0,8
33.3±0.7’
36,8±1.9
44,2±2.4’
36.2±1.4
67.0±3.5’
AcEtSOOtng/Kg - 81,6±9.1” 77.9±3.3” 84,0±6.0”
Test t.Student: ‘p.cO.05, “p.cO.Ol. Significación estadística respecto al lote ACF/14.
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FIgura 18.- %de Inhibición de la inflamación plantar crónica, Inducido por la administración oral
del extracto acetat¿ de etilo. Ratas Wistar. Test i-Student: p<O.OS, **p<0,Ol,
BI extracto acetato de etilo presenta un efecto dosis dependiente, aumentando el porcenta-
le de inhibición de la inflamación plantar con respecto a la dosis inferior.
Inflamación articular
La inhibición de la inflamación articular provocada en ratas Wistar machos por la adminis-
tración de carragenina y adyuvante aparece reflejada en la tabla 29, en la cual se indican los
extractos orgánicos de S. obIongIjoIld ensayados a una dosis de 150 mg/Kg de animal.
Tabla 29.- % de inhibición de La inflamación articular, inducido por la administración oral
de los extractos obtenidos de 8. oblonglfolfa. Días desde la administración de ACEI Ratas
Wistar.
k 4?
Inciometacina lmg/Kg 6 7±0.9 50.0±2.8 35.1±1.5” 29.4±2.0’
Hexano lSOmg/Kg 4.3±0,8 44.0±3.7 30,8±2.1’ 23.7±2.1’
DCIMe lSOmg/Kg 0.6±0.0 1.26±0.1 16,2±1.7 15.0±1.8
AcEt lSOmg/Kg 3.3±0.1 40.0±2,7 25.4±1.2’ 54.4±3,5”
MeOH IBOmg/Kg 1.3±0.1 0.9±0,1 24.3±1,7 45,6±2.3”
Tesí UStudent: ‘p.c0.O5 “pcO.0l. SIgnificación estadística respecto al lote ACE/14. Los valores
de inflamación articular en el grupo control fueron: 0.30±0.13;0.50±0.04;1.85±0,13;
1,60±0,20en los días 7,14, 21 y 29 respectivamente.
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Los extractos más activos fueron el acetato de etilo y el metanol, con un porcentaje de
inhibición del 54.4 y 45.6 respectivamente en el dia 29. Al igual que en los apartados anterio-
res el efecto del extracto más activo, el acetato de etilo, es dosis dependiente <tabla 30, figura
19), a la dosis más alta se produce un incremento de la inhibición de la inflamación articular en
los días 14 y 21 similares a los alcanzados por la indometacina.
Tabla 30.- % de inhibición de la inflamación articular, Inducido por la administración oral del
extracto acetato de etilo obtenido de 8. oblonglfolia. Días desde la administración del ACF. Ratas
Wistar.
¿~¿~~~kk
~ ~
Indometacina lmg/Kg
AcEt ISOmg/Kg
AcEt SOOmg/Kg
6 7±09 50.0±2,8 35.1±1.5” 29,4±2.0’
3.3±01 40,0±2,7 25.4±1.2’ 54.4±3.5”
5.7±1.4 60.0±5.1 31.3±1.1” 67.5±5.3”
Test t-Student: ‘p.cO.OS, ‘p.c0.Ol. Significación estadística respecto al lote ACF/14
f
* Indometacina
+ AcEt 1 BOmg/Kg
* AcEt SOOmg/Kg
Figura 19.- % de inhibición de la inflamación articular, inducido por la administración oral del
extracto acetato de etilo. Ratas Wistar. Test t-Student: p.cO.OS, **pcO.Oí.
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VARIACIÓN DE PESO CORPORAL
La diferencia en la ganancia de peso que experimentan las ratas Wistar machos con o sin
tratamiento aparece reflejado en la tabla 31.
Existe una correlación entre los extractos que inducen una inhibición de la inflamación y el
aumento de peso corporal que se produce en los animales afectados, de manera que el extrac-
to acetato de etilo es el que tiene una mayor actividad inhibidora y produce un mayor aumento
de peso corporal, que corresponderia con una mejoría del proceso inflamatorio crónico
Tabla 31.-Ganancia de peso corporal desde la administración del adyuvante. Ratas Wistar.
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AW 37.0±1,11 76,2±2,28 120.1±8.54 170.7±4.09
ACF/14 30.0±1.24 63.5±2.43 64.8±4.31 110.0±5.03
Indometacina Inig/Kg 29.6±2.08 54.8±1.98 78.0±5.42 121.0±4.98
Hexano lSOmg,/Kg 31.4±0.98 62.9±3,27 85.4±2.99’ 134,0±6,07’
DC¡Me ISOmg/Kg 28.2±137 58.7±2.05 69.7±3.01 119.0±4.23
AcEt lSOnig/I<g 33.6±1.52 59.2±2.32 85.0±2.87’ 152.5±3.19”
AcEt SOOmg/Kg 31.5±1.74 60.7±3.01 98.2±4.29’ 164.9±5.27”
MeOR lSOmgJKg 28.9±2.07 58.3±2.94 82.3±3,51 147.2±4.42’
Test t-Studentk ‘pc0.O5, “p.cO.O1. Significación estadística respecto al lote ACF/14.
MODIFICACIÓN DE LOS NIVELES SÉRICOS DE Cu y ZN
En primer lugar se hace una determinación de la concentración de Cu y Zn que contienen
los extractos, datos reflejados en la tabla 32.
Tabla 32.- Concentración de Cu y Zn en los extractos orgánicos deS, oblon ql/oUa.
Cu
)k-~~y %
0.OlOg/Kg
kA
£4
O.008g/Kg 0.005g/Kg 0.OSSg/Kg
Zn O.013g/Kg 0.llOg/Kg 0.056g/Kg 0.040g/Kg
Las concentraciones de Cu y Zn que contienen los piensos de una alimentación normal de
roedores, es de 0.03g/Kg y O.06g/Kg respectivamente, según esto y los datos indicados en la
tabla 32, la administración de los extractos no supone en ningún caso un aporte adicional de
Cu y Zn que pueda influir en el comportamiento antiinflamatorio de los extractos.
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Concentración sérica de Cts
A la semana de instaurar los tratamientos (día 21) los extractos acetato de etilo, a las dosis
cte l5Omg/Kg y 300mg/Kg, y metanol <150 mg/Kg> descendieron significativamente la con-
centración sérica de Cu con respecto al grupo ACF/14 (tabla 33) hasta alcanzar valores
normales (l.OOmg/L) o incluso inferiores en el día 29.
Tabla 33.- Concentración sérica de Cu <mg/L> en ratas Wistar machos con artritis inducida por
ACE-carragenina, sometidos a distintos tratamientos. Días desde la administración del ACF.
~f4~j
2.05±0.02
~-
1,21±0.03 1.48±0.02 1.36±0.03ACF/14
Indometacina lmg/Kg 2.03±0.06 1.23±0.02 1.72±0,01 1.42±0,01
Hexano l5Omg,/Kg 2.03±0,02 1.20±0.07 1,40±0.06 0.97±0.03”
DC¡Me lSOrng/Kg 1.98±0.04 1.19±0,05 1.52±0.01 1.23 10.03’
AcEt l5Onig/Kg 2,09±0.03 1.26±0.04 1.17±0.01” 0.80±0.04”
AcEt SOOnig/kg 2.20±0.04 1,23±0.04 1.10±0,06” 0.84±0.03”
Meta,iol l5On y/Kg 2.07±0.02 1.18±0.05 1.00±0.03” 0.95±0.03”
Test t-Stuclent “p.cO.Ol, ‘p.cO.05.
El extracto hexánico desciende los niveles de Cu en el día
tratamiento, lo que nos indica un efecto más lento, y por otra
de acción sobre el metabolismo del Cu. El extracto DCIMe no
La indometacina, sustancia antiinflamatoria de referencia,
que los aumenta de forma ligera.
29, dos semanas después del
parte un diferente mecanismo
tiene efecto.
no desciende los niveles, sino
Concentración sérica de Li
Al igual que ocurría en la determinación de Cu, las variaciones en la concentración de Zn
dependientes del tratamiento con extractos de 8. oh/onglfoIfa son observadas a partir del día
14, momento en el que se comienza el tratamiento.
El extracto AcBt 300 mg/Kg y metanol 150 mg/Kg, representados en la tabla 34, son los
que provocaron un mayor aumento en los niveles de Zn a partir del día 21, alcanzando valores
próximos a los normales (1.2Omg/L> en el día 29 de la enfermedad. En el caso del extracto
acetato de etilo la recuperación de los niveles de Zn es dosis dependiente.
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Tabla 34.- Concentración sérica de Zn (mg/L) en ratas Wistar macho con artritis inducida por ACF-
carragenina, sometidas a distintos tratamientos, Días desde la administración del ACF.
Indometacina lmy/Kg 1.01±0,02 0.98±0.05 0.95±0.01 1.11±0,01’
Hexano lSOmy/Kg 0.93±0.02 0.89±0,07 1.01±0.04 0.96±0.03
DCIMe l5Omg/J<y 0.99±0.01 0.91±0.01 1.01±0,02 0,95±0.02
AcEL lSOmg/Kg 1.01±0,02 1.11±0.02 1.08±0.03’ 1.10±0.01’
AcEL 300nia/kg 0.97±0,03 1.08±0,02 1.17±0.05” 1.15±0.0V’
Metano! l5Omg/kg 1,02±0.03 0.95±0.04 1.24±0.09” 1.18±0,01”
Test t-Student “p.c0.01 ‘p’cO.05.
La indometacina aumenta la concentración de Zn a partir del día 29, se necesita un trata-
miento mas prolongado que en el caso de los extractos AcEt y metanol, para observar los
mismos efectos, indicando un diferente mecanismo de actuación de esta molécula (clásico
inhibidor de la ciclooxigenasa 1 y 2) respecto a los extractos.
Los extractos DCIMe y Hexano no ejercen efecto en la modificación sérica de Zn,
Aci-ívrnpa, ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS «IN VITRO»
La utilización de cultivos de macrófagos peritoneales de ratón, nos permite determinar la
actividad antiinflamatoria de los extractos totales de 5. ohlong¡foIia, en relación a su capaci-
dad para inhibir la síntesis de eicosanoides,
De la observación microscópica del cultivo de macrófagos junto con las sustancias objeto
de estudio, se deduce la toxicidad celular de los extractos a las distintas dosis.
En la siguiente tabla aparecen indicadas las concentraciones ensayadas para cada extracto
y la viabilidad celular, es decir la toxicidad celular que presentan. Los extractos hexánico y
diclorometánico muestran una elavada toxicidad celular a la dosis de 200¡.íg/ml, lo que hace
necesario probar dos dosis inferiores, SOpg/ml y 4Opg/ml, a las que no presentan esta activi-
dad tóxica, Los otros dos extractos, acetato de etilo y metanol sólo se ensayan a 200pg/ml y
SOpg/ml puesto que no son tóxicos a estas concentraciones.
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Tabla 35.- Dosis y tóxicidad celular de los extractos totales de 8. ob¡onglfoiia. ND Indica concentra-
clones no ensayadas.
INHIBICIÓN DE LA LIBERACIÓN DE PGE2
En la tabla 36 aparecen representados los datos de concentración de POE2, expresado en
ng/mí, y el % de inhibición de la liberación de POE2 en el cultivo de macrófagos peritoneales
de ratón. Se compara la actividad de los distintos extractos totales (hexano, diclorometano,
acetato de etilo y metanol) de San tolina oblonglfolla con el control (grupo al que sólo se
administra el estimulador de crecimiento (Ca A32187> y la indometacína (sustancia utilizada
como patrón de referencia>.
El extracto que mostró una mayor actividad en la inhibición de la producción de POE2 en el
cultivo celular, fue el acetato de etilo con un porcentaje de inhIbición de 86.9% a la dosis de
200pg/ml, descendiendo esta actividad al disminuir la dosis. El extracto diclorometano pre-
sentó también una elevada actividad inhibidora a las dosis de 8Opg/ml y 40 pg/ml, 84.3% y
84.8% respectivamente, lo cual indica que tiene una acción más potente que el AcEt pero más
tóxica. El extracto hexánico alcanza un porcentaje de inhibición de 84.3% a una dosis de
SOpg/ml. Los porcentajes de máxima Inhibición para los extractos AcEt, DCIMe y hexano
superaron aunque en pequeño grado los valores obtenidos para la indometacina a la concen-
tración máxima de 100pM (concentración equivalente en compuestos puros a 200pg/ml para
extractos totales).
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Tabla 36.- Actividad inhibidora de la liberación de PGE2 de los extractos totales obtenidos de 8.
ob)ongifo¡la.
Control 115±70 00
Indometaclna 100pM 24±04” 79 1
Indometacina 150pM 3.8±0.8’ 66.9
Hexano SOpy/ml 1.8±0.7’ 84.3
Hexano 40py/mI 3.2±0.1’ 71.7
DCIMe BOpg/ml 1.8±0.2” 84.3
DCIMe 4Opg/ml 1.7±0.1” 84,8
AcEt 200py/ml 1.5±0.3” 86.9
AcEt SOpa/ml 3.5±0.5’ 68.5
Metano!
200py/ml 4.0±0.4 65.2
Metano! SOyg/ml 10.2±3.5 11.3
Test t-Student¡ * p.cO.Ol, ‘ p’zO.05.
INHIBICIÓN DE LA LIBERACIÓN DE LTC4
En la tabla 37 aparecen indicados los datos de concentración de LTC4, expresados en ng!
mí, y el % de inhibición de la liberación de LTC4 en el cultivo de macrófagos peritoneales de
ratón, de los extractos orgánicos de 3. ohlong¡folla frente al control (grupo al que sólo se
administra el estimulador de crecimiento (Ca A32187) y al ácido nor-dihidroguayarético
(NDGAXsustancia utilizada como patrón de referencia, inhibidor especifico de lipoxigenasa).
El extracto que mostró una mayor actividad en la inhibición de la producción de LTC4 en el
cultivo celular, fue el acetato de etilo con un porcentaje de inhibición de 78.4% a la dosis de
200jig/ml, descendiendo esta actividad al disminuir la dosis, El extracto hexánico presentó
también una elevada actividad inhibidora a las dosis de 80~ug/ml y 40 pg/ml, 77.9% y 75%
respectivamente. El extracto que menor actividad mostró fue el metanólico obteniendose
unos valores de 16.6% de inhibición a la dosis superior. Los extractos acetato de etilo y
hexano a las dosis superior dieron resultados de inhibición similares a la sustancia utilizada
como referencia, el NDGA 25 iM <concentración menor que la utilizada para la indometacina,
al ser tóxica para el cultivo a esas dosis).
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Tabla 37.- ActIvidad inhibidora de la liberación de LTC4 de los extractos totales obtenidos de 8.
oblonglfolfa.
—a-
Control
NIMiA 25pM
NIMiA 12.15pM
Hexano SOpy/ml
Hexano 40py/ml
DCIMe 8% y/ml
DCIMe 40pa/ml
AcEt 20% y/ml
AcEt SOpy/ml
Metano! 200py/ml
Metano! Sopa/ml
10.2±4.2
2.2±0.3”
3.6±0.7’
2.2±0.4”
2.5±0.2”
4.2±0.9
4.8±1.1
2.2±0,3”
3.6±0,6’
8.5±2.4
9,6±3.2
0.0
‘78.6
64.7
‘77,9
75.0
68.8
52.9
78.4
64.7
16.6
5.8
Test t-Student: * p.cO,Ol, “p.cO.OS.
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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE
LAS FRACCIONES DE S. OBLONGIFOLIA
FRACCIONAMIENTO CROMATOGRÁ FICO DEL EXTRACTO
ACETATO DE ETILO
El extracto acetato de etilo fue el extracto orgánico que produjo mayor inhibición de la
inflamación plantar, tanto aguda como crónica, y de la inflamación articular,
El extracto acetato de etilo, objeto de nuestro estudio, presenta un aspecto resinoso de
color marrón muy oscuro y un fuerte olor aromático,
La cromatografía en capa fina ha servido de idea orientativa de la complejidad de los
extractos vegetales. De la observación de los cromatofolios, utilizando diferentes reveladores,
se deduce la existencia mayoritaria de compuestos flavónicos y cumarínicos.
El comportamiento del extracto acetato de etilo en cromatografía en capa fina, nos permi-
tió fijar los solventes y condiciones idóneas para un posterior fraccionamiento cromatográfico
en columna. Para su desarrollo se ha seguido la técnica de gradiente de elución, aumentando
progresivamente la polaridad del eluyente. De esta manera logramos, en cierto modo, una
separación más amplia de sus componentes, en función de su solubilidad en la fase móvil.
La mezcla ternaria diclorometano/acetato de etilo/tolueno es la que dio mejores resultados
de separación del extracto, aunque la solubilidad es escasa, haciendose necesaria la utilización
de una cabeza de columna para la realización de la separación por cromatografía en columna,
SEP,XEAC¡Óyq POR CRoMAToGRAflA EN COLUMNA
Se utilizan varios tipos de cromatografía en columna para la separación del extracto y
posteriores fracciones, estos métodos han sido: cromatografía flash, cromatografía de media
presión y cromatografía de exclusión.
Columna 1
Cromatografía de adsorción flash del extracto total acetato de etilo de 8. oblongifolla.
Se utiliza una columna de 65mm de diámetro interno por 300mm de altura de lecho.
Como fase estacionaria se empleó silicagel 60 de 40-63ji. La muestra se dispone como cabe-
za de columna con silicagel 100 de 63-200p, desactivado con el 20% de agua.
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La columna se humecta con la fase móvil inicial DCIMe/AcEt/tolueno (8/1/0.5), una vez
estabilizada, se coloca la cabeza, ausente de solventes, previamente preparada mezclando el
silicagel 100 desactivado con la muestra, iniciándose nuevamente el paso de solvente (DCIMe/
AcEt/tolueno 8/1/0.5). Para facilitar el desplazamiento de la fase móvil a través de la colum-
na se utiliza un aireador.
Las fracciones que se eluyen de la columna son regogidas cada tres minutos con un volu-
men de aproximadamente SOmí. A medida que transcurre el proceso se realizan cromatograflas
de las fracciones para comprobar el fraccionamiento y orientar sobre el cambio de solvente
hacia un aumento de polaridad. Se recogen un total de 186 fracciones que se agrupan en
función de su similitud cromatográfica en 6 fracciones.
Las fases móviles utilizadas así como las fracciones y sus rendimientos aparecen indicados
en la tabla 38.
Tabla 38.- FraccIonamiento del extracto acetato de etilo mediante cromatografía de
adsorción flash.
D
DCIMe/AcEt/Tolueno
8/1/0.5
-KI#> -~
1 088 0.122 0,78 0,093 1,56 0.19
DCIMe/AcEt
8/3/0
4 3.34 0,43
DCIMe/AcEt
8/5
5 2,62 0,35
DCIMe/AcEt 5/5
DCIMe/AcEt 2/8
Metanol
6 3.6 0.46
Dentro de los solventes que hemos ensayado, las mezclas de diclorometano/acetato de
etilo/tolueno, nos permiten una buena separación de clorofilas y otros pigmentos, quedando
una considerable parte del extracto en el punto de depósito. Conseguiremos pues una purifi-
cación previa, recuperando la muestra del adsorbente, al eluir con un solvente más polar,
corno metanol.
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Acnvn»ji, ANTIINFLAMATORIA DE LAS FRACCIONES «IN VIVO»
INFLAMACIÓN AGUDA
Se comprobó la actividad antiinflamatoria de las fracciones en procesos agudos, utilizando
para ello ratones Swiss machos, inyectados con carragenina en la aponeurosis plantar, La
disminución del edema plantar a que dio lugar, se midió con calibre y aparece expresado como
porcentaje de inhibición en la tabla 39.
Tabla 39.- % de inhibición del edema plantas inducido por la administración oral de las fracciones
obtenidas del extracto AcEt de 5, oblongifolla. D~s desde la administración de carragenina. Ratones
Sw¡ss.
Indometacino 1 mg/Kg
AcEt l5Omg/Kg
AcEt SOOmg/Ky
FI 25my/Kg
F2 25my/Kg
FS 25my/Kg
F4 25my/Kg
50.6±2,4”
5.3±0.9
47,0±3,1” 20,2±1.9’ 15.8±1.0 8.4±0.5
25.9±2.4’ 32.6±2.0V 19.3±0,5’ 21.4±0.8’
20.8±1,4’ 35.4±1,8’ 38.2±1.9” 40.1±1.5” 40,1±1,1”
3.1±0.2
7,4±0.1
2.9±0.1 2.8±0,1 3.1±0,1 3,2±0.1
id%. - t 1 ~ 4 0¼ tr; *41 s
47.4±2,1” 22,4±1.1’ 26.1±1,2’ 31.0±2.1’
10,4±0.2 16.1±1.0 21.0±1.1’ 19.3±0.9’ 25.9±2.0’
9.6±0.2
FS 25my/Kg 8.9±0.2
F625n,g/Kg 11.4±1.1
14.0±1.3 19.8±1,2 25,4±1.3’ 28.8±1.9’
22.2±1.3 18.7±1.4 20.8±1,0’ 25,4±1.5’
38.0±2,1 31,8±1.9’ 25,0±1.0’ 32.3±2.1’
Test t-Student: ‘p<O.O5, “í.c0.01, SIgnificación estadística respecto al lote carragenina. Los valores de edema
plantar en el grupo control fueron: 1.77±0.13;1.95±0.11;1.66±0.09;1.52±0.21;1.65±0,12en las horas
3, 5, 24, 48 y 72 respectivamente.
Todas las fracciones excepto la 2 mostraron una inhibición del edema plantar a las 72
horas de aproximadamente un 30%. Las fracciones 2 y 6 fueron las más activas,
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Acnvrn¡xr~ ANTIINFLAMATORIA DE lAS FRACCIONES «IN VITRO»
Se utilizan cultivos de macrófagos peritoneales de ratón, donde se determina la libera-
ción de eicosanoides inducida por las fracciones del extracto acetato de etilo, al ser añadidas al
medio, De la observación microscópica del medio de cultivo, se puede deducir la toxicidad de
estos compuestos. Las fracciones 1, 2, 3 y 6 no mostraron toxicidad celular a las concentra-
ciones inicialmente ensayadas de SOpg/ml y 4Opg/ml, y si lo hacen las fracciones 4 y 5, que
producen la muerte celular a la dosis máxima de SOpg/ml, ensayándose una dosis inferior de
2Opgml.
Tabla 40.- ToxIcidad celular de las fracciones obtenidas del extracto acetato de etilo de 5.
ob¡onglfolia. ND indica concentraciones no ensayadas.
Viabilidad
Viabilidad
Viabilidad
Viabilidad
Viabilidad
NO
NO
NO
Viabilidad
Viabilidad
FM¿CIQ £$~ 1
Viabilidad NO
INHIBICIÓN DE LA LIBERACIÓN DE PGE2
En la tabla 41 se muestra la actividad de las fracciones procedentes de la separación
cromatográfica del extracto AcEt (fracción 1- fracción 6), en relación al grupo control e
indometacina. Las fracciones más activas fueron la 3, 4, 5 y 6 a las dosis superiores ensaya-
das. Ninguno de estos resultados superó la inhibición obtenida con la indometacina a la con-
centración de 100pM.
Fracción 1
Fracción 2
Fracción 3
Fracción 4
Fracción 5
Fracción 6
Viabilidad
Viabilidad
Viabilidad
Muerte
Muerte
Viabilidad
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Tabla 41.- Actividad inhibidora de la liberación de PCE2 de las fracciones del extracto AcEt obtenido
deS. ob¡ongijo)icz.
- ñi~Í~~t--
~ ~,
-~-~
11.5±7.0 0.0
Indametcxcina 100pM 2.40±0.4” 79.13
Indometacina 150pM 3.80±0.& 66.95
Fracción 1 SOpg/ml 11.2±8,6 2.61
Fracción 1 4Opg/ml 10,5±4,9 8.7
Fracción 2 80»y/ml 5.80±2,1 49.57
Fracción 2 4%y/tul 8.95±3.9 22,17
Fracción 3 80»y/ml 3.45±09’ 70.00
Fracción 3 4Opg/ml 4.68±1.1 59.30
Fracción 4 4%y/ml 3.20±0.7’ 72.17
Fracción 4 20»y/ml 4.12±1.4’ 64.17
Fracción 15 40pg/ml 3.31±0.3” 71.22
Fracción 5 2Opg/ml 3.86±0.2’ 66.43
Fracción 6 SOpg/ml 3.01±0.1” 73.83
Fracción 6 40py/ml 7.56±1.4 34.26
Test t-Stwdent¡ ‘p.cO.O5, “pcO.Ol.
INHIBICIÓN DE LA LIBERACIÓN DE LTC4
En la tabla 42 se muestra la actividad de las fracciones procedentes de la separación
cromatográfica del extracto AcEt (fracción 1-fracción 6>, en relación al grupo control y sustan-
cia de referencia (NDGA>. La fracción más activa fue la 6 con un 78.43% de inhibición para la
dosis de 8Opg/ml. La fracción 4 también es activa con un 65,20 % de inhibición a la dosis
superior, pero sin alcanzar la inhibición a la que da lugar el compuesto de referencia.
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Tabla 42.-ActivIdad inhibidora de la liberación de LTC4 de las fracciones del extracto AcEt obtenido
de Santolina oblongifolia.
Test t’Student: ‘p<O.OS, ‘p<O.Ol.
R&u.tfr404
ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE
LOS COMPUESTOS AISLADOS DE S. OBLONGIFOLIA
SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA DE LAS FRACCIONES
Se procede al fraccionamiento cromatográfico con todas las fracciones procedentes del
extracto acetato de etilo excepto la 1, la cual no mostró ninguna inhibición en el edema
inducido porcarragenina, y efecto casi nulo, sobre la liberación de eicosanoides en macrófagos
peritoneales.
BI proceso de aislamiento siguió el siguiente esquema:
Extracto acetato de etilo
La fracción 2 contenía restos de clorofilas por lo que se eligió la cromatografía de exclu-
sión como método para separar estas, de elevado peso molecular, de otro compuesto de
fluorescencia azul, presumiblemente una cumarina, que tendría un peso molecular inferior.
Se utilizó sephadex LH-20 como fase estacionaria y metanol como fase móvil. De esta
columna se obtuvieron 3 fracciones, correspondiendo la 2c a un compuesto puro.
La fracción 8 se somete a un fraccionamiento mediante columna de media presión,
utilizando como fase estacionaria silicagel y fase móvil una mezcla de dioxano/hexano 45/55,
con la que obteníamos una buena separación de los componentes que formaban la muestra.
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O. Flash
Si/loa gel 60
DO/Me/AcE ¿‘Tolueno
O. Exclusión
Sapha dey LH-2O
Mean
Sa 2b ~ Sa Sc
Fracción 1 Fracción 2 FraccIón .3 Fracción 4 Fracción 5 Fracción 6
MRO O. Exc/usión O. Exc/asida
Sílicegel 60
D/oxano/Hexano Saphadex ¿.11-20 Sephadex L/4-20MeON Mecí!
4a 4b 4v 4d~Js ab 506a6b
0.Flash U flashSificage/ 80 SilIcagel800H04/14o0H CHC4/MoQH
® 4bac~j~ 4v, 5c,
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Las fracciones obtenidas se reunen en tres, en la fracción 3b transcurridos dos días comienza
a depositarse en las paredes unos cristales blanquecinos, correspondientes a un nuevo com-
puesto cristalizado,
Con la fracción 4 se volvió a realizar una cromatografía de exclusión
para intentar separar las moléculas por su diferente peso molecular ya que no se obtenían
buenos resultados con las mezclas de solventes probados para la separación por cromatografía
de adsorción.
Como fase estacionaria para la cromatografía de exclusión se eligió nuevamente el sephadex
LH-20 y como fase móvil el metanol. De esta columna se obtuvieron 4 fracciones, de las
cuales la 4b y 4c tenían un compuesto mayoritario impurificado con otras sustancias, lo que
requería una purificación.
Las dos fracciones obtenidas de la separación cromatográfica de la fracción 4, 4b y 4c, se
purificaron mediante una cromatografía flash utilizando siligagel como fase estacionaria y una
mezcla de cloroformo/metanol (8/2> como fase móvil. De cada fracción se consiguió aislar un
compuesto puro, 4b1 y 4c1 respectivamente.
La fracción 5 procedente del extracto total acetato de etilo se sometió a una cromatografía
de exclusión con sephadex LH-20 y metanol como eluyente, ya que la observación de las
placas de cromatografía delgada revelaban al ser observadas a la luz ultravioleta la presencia
de compuestos amarillentos, flavonoides, y compuestos azulados, cumarinas, cuando se utiliza
como revelador el NP/PBG.
Del desarrollo cromatográfico de esta fracción se obtienen 3 fracciones apareciendo en la
fracción Sa un compuesto puro. La fracción Sc fue sometida a un estudio por cromatografía
en capa fina, llegándose a una buena resolución cuando se utilizaba cloroformo/metanol (8/
2) como fase móvil. Con este solvente como eluyente se monta una columna flash con silicagel
como fase estacionada. En la fracción Sc2 como resultado de esta separación cromatográfica
se obtiene un compuesto puro.
La última fracción obtenida del fraccionamiento cromatográfico del extracto total acetato
de etilo, es la número 6. Es una mezcla muy compleja de compuestos, no obteniéndose
buenos resultados en cromatografía en capa fina, por lo que se decide fraccionario mediante
cromatografía de exclusión con sephadex LH-20, eluyendo con metanol.
Como resultado de la columna se obtienen 4 fracciones, la 6c tiene un compuesto mayori-
tario impurificado con otras sustancias. Después de una semana en nevera en la fracción 6c
aparece un precipitado que separamos mediante filtración lavando con acetato de etilo, el
resultado es la obtención de un compuesto aislado.
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IDENTIFICACIÓN ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS AISLADOS
Todos los compuestos aislados fueron sometidos a un análisis estructural mediante las
técnicas espectroscópicas de resonancia magnética nuclear de ‘H y 130
Los espectros se han realizado utilizando un espectrofotómetro Bruker 2SOAC que trabaja
a 250MHz para 1H-RMN y 62.5 MHz en el caso de ‘3C-RMN.
ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DEL COMPUESTO 2C
El disolvente utilizado para el compuesto 2c es acetona deuterada, tanto para realizar el
espectro ‘H como el ‘3C, tomándose como referencia interna la propia señal del disolvente.
Datos espectrales obtenidos
‘H-RMN &
7.92 <1H, d, J= 9.5 Hz, H-4)
7.60 (1H, d, ~t=8.5 Hz, H-5)
6.94 (lH, dd, J= 8.5 Hz, <1= 2.4 Hz, H-6)
6.91. (1H, d, J~ 2.4 Hz, H-8>
6.24 (11-1, d, J= 9.5 Hz, ¡-1-3)
3.94 (3H, s, OCH
3)
‘
3C-RMN
163.8 (C-2): 160.8 <C-Sa); 156.8(0-7); 144.5 <0-4); 130 (0-5>; 113.5 (C-6>;
113.4 (C-4a>; 113 <C-3); 101.3 (0-8>.
Los datos espectrales obtenidos para cada carbono y protón, principalmente los protones
situados en las posiciones 3 y 4, hacen pensar que se trate de un compuesto cumarínico con
estructura de 7-metoxí cumarina, denominada ¡-[ERNIARINA, cuya estructura aparece indi-
cada a continuación.
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ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DEL COMPUESTO 3B
El disolvente utilizado para la realización del espectro tanto de 1H como de ‘3C es el metanol
deuterado, disolvente en el que es totalmente soluble la molécula.
Datos espectrales
‘H-RMN a:
7.94 (1H, d, 3= 9.4 Hz, H-4)
7.19 (1H, s, H-5)
6.85 (11-1, s, H-8>
6.28 (1H, d, 3= 9.4 Hz, H-3)
3.99 (3H, s, OCH
3)
‘
3C-RMN
166.5 (C-2>; 155.3 (C-8a); 153.8 (C-7); 149 (C-6); 148.6 (C-4>; 115 (C-5);
114.9 (C-4a); 112.3 (C-3); 106.3 (C-8).
Según los datos de multiplicidad, así como los desplazamientos químicos observados, po-
demos afirmar que se trata de un compuesto de tipo cumarina con dos sustituyentes en
posiciones 6 y 7, un metoxilo y un hidroxilo. Para diferenciar las posiciones se realizaron
espectros NOE, demostrando la proximidad entre el metoxilo y el protón correspondiente a la
señal hacia 7.18 ppm. asignado a la posición 5, de lo que se deduce una metoxilación en 6.
El compuesto que se ajusta a estos datos espectrales es la 6-metoxi-7-hldroxi cumarina,
conocida con el nombre de ESCOPOLETINA.
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ELUCIDACIÓN ESTRUCTUnAI DEL COMPUESTO 4B,
Los resultados obtenidos en el espectro tanto de protón como de carbono del compuesto
-4b1, se corresponden con una molécula de estructura flavónica, al coincidir los datos tanto de
multiplicidad como de desplazamientos químicos con una sustancia de esta naturaleza.
El disolvente utilizado para la realización del espectro de protón ha sido el dimetilsulfósido
deuterado, mientras que se utilizó metanol deuterado para el espectro de carbono.
Datos espectrales
‘H-RMN 8:
12.95 (11—!, s, 01-1>
10.84 (H, s, OH>
10.36 (11-1, s, OH>
7,91 (2H, d, 3= 8.7 Hz, H-2’ y 1-1-6,)
6,91 (21-1, d, 3= 8.7 Hz, H-3’ y H-5’)
6.77 (1H, s, H-3)
6.47 (1H, d, 3= 2 Hz, H-8>
6.18 (1H, 8,3=2 1-Iz, H-6)
‘
3C-RMN
183.5 (C-4); 165.9 (C-7>; 165.5 (0-2); 163.2 (0-4); 162.9 (0-5); 159 (0-9);
130,2 (0-2’ y 0-6’>; 122.9 (0-1’); 117.7 (0-3’ y 0-5’); 105.4 (0-10); 104.6 (0 - 3)
100.6 (0-6>; 95.7 (0-8).
Los datos indican que es una estructura flavónica trisustituida, correspondiente a la 7-5-4’-
trihidroxi flavona, denominado APIGENINA.
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ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DEL COMPUESTO 4c1
El espectro de protón y carirno realizado con esta molécula permite asegurar que se trata
de una estructura flavónica como ocurría en el caso anterior, El disolvente utilizado ha sido
acetona deuterada para la realización de los dos espectros.
Datos espectrales
‘H-RMN 8:
7,55 (1H, d, 3= 2.1 Hz, H-2’)
7.51 (1H, dd, 3= 8.2Hz, 3= 2.1 Hz, H-6>
7.03 (1H, d, 3= 8.2 Hz, H-5’)
6.62 <1H, s, H-3>
6.55 (H, d, 3= 2.1 Hz, H-8>
6.28 (H, d, 3= 2.1 Hz, H-6>
‘
3C-RMN
182.9 (C-4); 165 (C-2>; 164.8 (C-7>; 163.3 (C-5); 158.7 (C”9); 150 (C-4’>; 1 4 6 4
10>; 104.1 (C-3);
99.6 (C-6); 94.6 (C-8).
Estos datos nos permite asignar a este compuesto una estructura de flavona con un esque-
leto tetrahidroxilado, 5,7,3,4 tetrahidroxi flavona, denominada LUTEOLINA-
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ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DEL COMPUESTO 5A
El compuesto Sa presenta una fluorescencia azul-verdosa cuando se observa a la luz
ultravioleta, lo cual nos hace sospechar que se pueda tratar de un compuesto cumarínico,
confirmándose mediante la realización del espectro de protón y carlxno.
El disolvente utilizado en este caso para ambos espectros es el metanol deuterado.
Datos espectrales
‘H-RMN 8:
7.86 (1H, d, 3= 9.4 Hz, H-4)
7.01 (11-1, s, H-5>
6.80 (11-1, s, 1-1-8)
6.25 (1H, d, J= 9.4 Hz, H-3)
‘
3C-RMN
164.2 (C-2); 152 (C-Sa); 150.4 (C-7>; 146 (C-4); 144.5 (C-6); 112,9 (C-5);
112.7 (C-4a); 112,4 (C-3); 103.5 (C-3).
Según estos datos el compuesto Sa presenta una estructura de 6,7-dihidroxi cumarina,
conocido con el nombre de ESCULETINA
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ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DEL COMPUESTO 5C2
Los ciatos espectrales de protón obtenidos con esta molécula se corresponden a una estruc-
tura flavónica, El disolvente utilizado ha sido acetona deuterada, disolvente en el que la molé-
cula era soluble.
Datos espectrales
1H-RMN 8:
7.86 (1l-’1, d, 3= 2,2 Hz, H-2>
7.73 (11-1, dd, 3= 8.5 ¡-Iz, 3= 2,2 Hz, H-6)
7.03 (11-1, d, 3= 8.5 Hz, 1-1-5)
6,57 (11-1, d, 3= 2.1 ¡-Iz, ¡-1-8>
6.30 (11-1, d, 3= 2.1 Hz, 1-1-6)
Con estos datos podemos indicar que se trata cíeuna estructura penta hidroxilada, 3,5,7,8,4’~
pentahicíroxí flavona, denominada QUERCETINA.
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ELUCIDACIÓN ESTRUCTUn~ DEL COMPUESTO 6C
Se trata a diferencia del resto de las moléculas aisladas de un heterósido. Mediante hidrólisis
ácida en placa se separa el azucar de la genina determinando mediante una cromatografía en
capa delgada con solventes, reveladores tipicos y patrones de azúcares, que se trata de la
glucosa.
El disolvente utilizado para la realización de los
como de carbono ha sido el metanol deuterado.
espectros de resonancia tanto de protón
Datos espectrales
‘H-RMN 8:
7.98 (1H, d, J= 9.5 Hz, H-4)
7.29 (1¡-1, s, H-5)
7.26 (IH, s, 1-1-8)
6.39 (TU, d, 3= 9.5 Hz, 1-1-8)
5.15 (TU, d, 3= 7.3 ¡-Iz, H-1)
3.99 (3H, s, 00H3)
4.05-3.40 (6H, rn, glucosa, H2-6)
La asignación de los dos protones puede estar intercambiada.
130-RMN
164(0-2); 151.7 <0-Sa); 150.1(0-7); 147 (0-6); 145.6 (0-4); 115 (C-4a); 114.6 (0-
5); 110.7 (0-3>; 105,2 (0-8); 102 (glu 0-1); 78.4 (glu 0-5); 77.8 (glu 0-3); 74.7 (glu 0-2);
71.2 (glu 0-4); 62.4(glu 0-6); 57 <OCH
3)
Estos resultados nos permiten asignar a este compuesto una estructura de 6-metoxy-7-
glucósido cumarina, llamado ESCOPOLINA.
CH3O
glu—o O O
ESCOPOLINA
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ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS COMPUESTOS
FLAVONICOS AISLADOS
Como se indica en la tabla 43 la luteolina es el compuesto flavónico más tóxico de los
ensayados, produce muerte celular a la dosis de 100pM, siendo necesario probar una dosi
inferior de 25pM, a la que no muestra esos efectos tóxicos
Tabla 43.- Dosis y tóxicidad celular de los flavonoides aislados
cíe etilo de 8. oblongifolia. ND indica concentraciones no ensayadas.
del extracto acetato
flAlkf9QibE
Qt¡erce tina
fl~j3~~j~fl¿r3Viabilidad Viabilidad ND
Luteolino Muerte Viabilidad Viabilidad
Apigenina Viabilidad Viabilidad ND
ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA LIBERACIÓN DE PGE,
En la tabla 44 aparece reseñada la actividad inhibidora de la liberación de PGE2 por los
flavonoides aislados del extracto AcEt. Las dosis ensayadas para estos compuestos fueron de
100pM y SOpM, aunque ensayamos una dosis inferiore de 25pM para los compuestos más
tóxicos. La luteolina fue la sustancia más tóxico y la más activa a la dosis de 5OpM, superando
cori un 84.34% la actividad de la indometacina. El resto de los flavonoides también dieron
resultados ligeramente mejores que los obtenidos con la indometacina.
Tabla 44.- ActIvidad inhibidora de la liberación de PESE2 de los compuestos flavónicos aislados del
extracto AcEt de 8. oblongijo¡ia.
Control
lndometacina 100pM
Indometacina 5OpM
Quercetina 100pM
Quercetina 5OpM
Luteolina 5OpM
Luteolina 25pM
Apigenina 100pM
Apigenina 5OpM
Test t-Student: ‘p’c0.0S, “p’ZOOl
11.5±7.0 0,0
2.40±0.4”
3.80±0.8’
2.20±0.5”
4.00±1.2’
1.80±0.1”
3.46±0.3’
79.13
66.95
80.86
65.21
84.34
70.00
2.00±0.2” 82.60
2.02±0.1” 80.20
7~
ACTIvIDAD INHIBIDORA DE LA LIBERACIÓN DE LTC
4
En último lugar aparece reseñado en la tabla 45 la actividad inhibidora de la liberación de
LTC4 por los flavonoides aislados del extracto AcEt. Las dosis ensayadas para estos compues-
tos fueron las mismas que en el apartado anterior. El flavonoide más activo fue la apigenina,
seguido por la luteolina con valores de 70.59% y 66. 189t respectivamente sin superar ningu-
no de ellos al obtenido con el ácido nor-dihidroguayarético.
Tabla 45.- Actividad inhibidora de la liberación de LTC4 de los compuestos flavónicos aislados del
extracto AcEI de 8. ob)ongi/oIIa,
Control 10.2±4.2 0.0
Ac NDG 2SpM 2,17±08” 78.68
Ác NDG 12.SpM 3.60±0.?’ 64.71
Quercetina 5OpM 660±2.5 35,29
Quercetina 2SpM 10.1±5.2 00.90
Luteolina 2SpM 3.45±0,9” 66.18
Luteollna 12.SpM 4.80±1.3’ 52.94
Apigenina SOpM 3.00±04” 70.59
Apigenina 2SpM 4.35±1.2” 57.35
Tesí t-Student: ‘pcO.Q5, “pcO,01.
A
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AcTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS COMPUESTOS
CUMARÍNICOS AISLADOS
ACTIvIDAD INHIBIDORA DE LA LIBERACIÓN DE PGE2
Los datos que se muestran en la tabla 46 son los correspondientes a la actividad inhibidora
de la liberación de PGE2, de los compuestos cumarinicos aislados de las distintas fracciones del
extracto AcEt. Las dosis ensayadas fueron de 100pM y SO1aM, a las que no se encontró
toxicidad celular para ninguno de las moléculas. La mayor actividad correspondió a la
escopoletina, escopolina y esculetina a la dosis superior (75.65%, 77.39% y 71.73% respec-
tivamente), sin alcanzar la actividad de la indometacina a esa concentración. A la dosis de
5OpM la escopoletina, a diferencia de la escopolina que no mostró actividad, presenta un % de
inhibición ligeramente superior al de la indometacina a esa misma dosis.
Tabla 46.-Actividad inhibidora de la liberación de PESE2 de los compuestos cumarinicos aislados de
extracto AcEt de S. oblonglfolia.
~~1
Control 11,5±7.0 0.0
indometacina 100pM 240±0.4” 79.13
Indometacina SOpM 3.80±0W 66.95
Rerniarina 100pM 3.95±0.5’ 65.65
Herniarina 5opM 10,3±8.2 10,43
Escopoletina 100pM 2,60±0.2” 77.39
Escopoletina 5OpM 3,25±0.2” 71,73
Escopolina 100pM 2.80±0,1” 75.65
Escopolina SOpM 10.2±9,4 10.86
Esculetina 100pM 3.25±0.3” 71.73
Esculetina 511pM 4.00±1.4 65.21
Test t-Student: ‘p~<0 05, ‘p’eCO.Ol.
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ACTIvIDAD INI-IIBIDORA DE LA LIBERACIÓN DE LTC4
Los datos que se muestran en la Tabla 47 son los correspondientes a la actividad inhibidora
de la lileración de LTC4, de los compuestos cumaHnicos aislados de las distintas fraciones del
extracto AcEt, Las dosis ensayadas fueron de 100pM y SOpM. La mayor actividad correspon-
dió a la esculetina seguida de la escopolina a la dosis superior (71.2% y 55% de inhibición
respectivamente), siendo sólo la esculetina la que alcanzó valores similares a los obtenidos con
el patrón.
Tabla 47.- Actividad inhibidora de la lit~ración de LTC4 de los compuestos cumarinicos
aislados de extracto AcEt de 8. ohlongifolta.
(U U04tt -j <tUkU< U yt U
Control 10,20±4,2 0.0
¿4c A/DG 2SpM 2.17±0.3” 78,68
Á0 A/DG 12.SpM 3.60±0.7’ 64.7 1
Herniarina 100pM 9.90±2,3 2.94
Herniarina SOpM 10.00±6.4 0.98
Escopoletina 100pM 9.30±3.6 8.80
Escopoleuna 5OpM 10.50±4.1 0.00
Escopolina 100pM 4.59±0,2’ 55.00
Escopolina SOpM 10.20±3.5 00.00
Esculetina 100pM 2.94±1.3” 71.20
Esculetina SOpM 3.78±2.4’ 62.90
Test t’Student: ‘p<O05 “p<0.0i,
Ankilosis articular
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El tratamiento de los trastornos inflamatorios y reumáticos se ve condicionado por Los
efectos adversos de glucocorticoides y clásicos antiinflamatorios no esteroidicos. Por esta
razón, la búsqueda de nuevos agentes antiflogísticos con menos efectos secundados se sigue
planteando indispensable en la terapeútica actual, El reino vegetal viene proporcionando
moléculas que pueden modificar: a) el metabolismo del ácido araquidónico, b)las funciones
celulares y fagociticas implicadas en el proceso inflamatorio y c> el proceso autoinmune (Wagner,
U. 1989).
A pesar de las limitaciones de los modelos experimentales de inflamación crónica para
reproducir el proceso que se desencadena en humanos, se han desarrollado una amplia gama
de protocolos en animales, para el estudio y screening de nuevos fármacos antirreumáticos, y
adicionairnente encaminados a la investigación de la etiopatología de la inflamación articular.
La mayoría de estos modelos se desencadenan por procesos inmunológicos, muy probable-
mente debido a una reacción de hipersensibilidad retardada, como es el caso de la artritis
Inducida por antígenos (AlA>, artritis por adyuvante (AA), y artritis por colágeno (Pearson,
CM. et cl. 1964; Trentham, DE, et al, 1977; Bráuer, R. eta!, 1988),
De entre ellos, la AA, descrita por primera vez por Stoerk, 1-f.C. etc!, en 1954, y Pearson,
CM. en 1956, es el modelo más empleado en el screening de nuevos principios activos
antiinflamatorios e inmunosupresores. El proceso se caracteriza por una respuesta amplifica-
cia del sistema de complemento, que permite la formación de complejos inmunes y factores
inflamatorios humorales.
El síndrome crónico en rata, se caracteriza porel desarrollode intensas lesiones inflamatorias
que muestran, a nivel histológico, similitud con los transtornos articulares en humanos. Si bien
la AA se encuentra plenamente establecida como modelo de inflamación crónica, la inciden-
cia y severidadde la artritis en los animales de experimentaciónse ve afectada por una serie de
factores físicos y biológicos que hay que tener presentes (Glenn, EM. et al. 1965; Van Ar-
man, C.C. 1976; Ramos-Ruiz, R. et al. 1991), dentro de estos factores podemos destacar el
balance mineral en la dieta (West, GB. 1980; Yiagou, M. et cl. 1983) y las infecciones
oportunistas que puedan tener los animales de experimentación (Taurog, 3D. et cl. 1984).
En 1970 y 1972, Mizushima, Y et al. analizaron la influencia de un estimulo inflamatorio
no específico, como es la carragenina, en el desarrollo de la enfermedad inducida por el
adyuvante, estableciendo un modelo experimental en rata que permite obtener en un mismo
animal resultados de la actividad antiinflamatoria en fase aguda y crónica. Esto supone ahorro
de tiempo y animales, muy a tener en cuenta sobre todo en los estudios preliminares con
extractos de plantas. En este modelo de inflamación inducida por ~dyuvante’carragenina~la
enfermedad es provocada por la inyección de carragenina en ratas inoculadas seis días antes
con adyuvante completo de Freund.
En esta memoria, se sigue básicamente el modelo descrito por Mizushima, Y. et. al. en
1970, con algunas modificaciones respecto al intervalo de tiempo transcurrido entre la admi-
nistración del adyuvante completo de Freund (ACE) y la posterior administración de carrageflina,
para inducir artritis crónica en ratones Swiss y DBA/1, y en ratas Wistar. Dichas modificaciO
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nes se realizan con objeto de comprobar si la inflamación producida es dependiente del perio-
do evolutivo de la enfermedad,
La inoculación de ACF pretda a la administración de carragenina a ratones Swiss y DBA/
1, induce principalmente en los lotes de ratones DBA/1 un incremento acusado de la reac-
ción inflamatoria aguda a carragenína, alcanzándose los valores máximos cuando se adminis-
tra el agente irritante 14 días después del adyuvante (lote ACF/14). Las diferentes respuestas
entrelas dos razas se podrían explicar en base a la distinta susceptibilidad que presentan frente
a la carragenina. La carragenina induce una respuesta inlamatoria mediada, al menos en
parte, por metabolitos del ácido araquidónico, relacionándose los productos de la via de la
lipoxigenasa con la acumulación de neutrófilos durante este proceso en ratas (Higgs, G.A. et
al, 1980>, y ratón (Griswold, DE. et cl. 1987>. Se ha sugerido una implicación del sistema del
complemento en procesos inflamatorios agudos, como el edema de la pata por carragenina,
Esto amplificaría la respuesta inmunitaria, sobre todo en animales susceptibles a desarrollar la
artritis como es el caso de la raza DBA/1 (Di Rosa, M. et cii. 1971).
Con respecto a la inflamación crónica el parámetro más representativo es la inflamación
plantar. En la raza DBA/1 se observa un aumento significativo de la inflamación en el día 21
desde la administración de carragenina, en todos los lotes inoculados con ACE independien-
temente del momento de inoculación. Este incremento no tiene lugar en los controles
carragenina y ACF por lo que se deduce que es una reacción característica de esta asociación
en fase crónica, sólo manifestada en la raza DBA/1.
A nivel histológico no existen diferencias entre las dos razas de ratones, los resultados
demuestran que hay una severidad de la inflamación en la membrana sinovial de rodilla cuan-
do se administra conjuntamente ACF y carragenina, que no tiene lugar en los lotes en los que
se administran estos compuestos por separado, induciendo además cambios histológicos en la
pata no inyectada. Esto nos Indicaría que las dos razas de ratones desarrollan artritis crónica
la diferencia estriba en la sintomatología, la raza DBA/1 desarrolla una enfermedad con
síntomas moderados, mientras que la raza Swlss presenta una enfermedad asintomática
subclínica. Los lotes que desarrollan unos cambios histológicos más acusados son el ACF/7 y
ACF/14, principalmente en los días 14 y 21 desde la administración de carragenina.
Las ratas de la raza Wistar son las más habituales en el laboratorio, sin embargo presentan
distinta susceptibilidad a la AA, caracterizandose en muchos casos de una ligera inflamación
articular. La administración de un agente irritante no específico, carragenina, en el momento
reseñado en la bibliografía como la iniciación de la sintomatología artrítica (Whitehouse, MW.
1988), 14 días despuésde la inoculacióndel agente infeccioso, ACF, produce un agravamiento
y prolongación de la enfermedad.
El efecto de la administración del ACF en la inflamación aguda se pone de manifiesto a
partir de las 24 horas de la administración de carragenina, llegando a alcanzar un 64% de
inflamación, en el día 21 periodo considerado como inflamación crónica, Al igual que ocurre
con la inflamación plantar, en la inflamación articular tiene lugar también este aumento en el
lote ACF/14, en el que se obtiene un incremento de inflamación de 1.82, en comparación
con el incremento de 0.28 correspondiente al lote patrón (AIF).
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El elevado índice artrítico que presenta el lote ACF/14, aproximadamente 11, frente a un
máximo de 16, ratifica los resultados obtenidos con las medidas anteriores. La confirmación a
nivel histológico se realiza sobrela membrana sinovial de rodilla, esta afectación fue similar, en
el lote ACF/14, a la que se produce en la AR humana, caracterizada por proliferación de
sinoviocitos, intensa infiltración leucocitaria y formación de granuloma, lo que da lugar a una
pérdida de funcionalidad de la extremidad, con incapacitación permanente.
Todas las determinaciones realizadas hasta ahora para observar el desarrollo del proceso,
se fundamentan en el estudio local de las extremidades, para completar este trabajo, también
se han tenido en cuenta otras variables sistémicas que se modifican en procesos artríticos e
inflamatorios, como son la variación del peso corporal (Whitehouse, MW. 1988) y las deter-
minaciones séricas de Cu y Zn (Milanino, R. et al. 1993).
En cuanto a la variación de peso corporal, el lote ACF/14 es el que experimenta un mayor
descenso en la ganancia de peso, llegándose a alcanzar en estas ratas un incremento de peso
de 1069 en el día 29, frente a los 177g que ganan los animales pertenecientes al grupo
control (AIF) en ese mismo periodo.
Está demostrado que cuando se instaura un proceso artrítico se producen variaciones en
las concentraciones séricas de oligoelementos, principalmente un descenso en la concentra-
ción de Zn. La absorción de Cu y Zn, así como su metabolismo, está estrictamente regulado
por las metalotioneinas, Cualquier proceso inflamatorio caracterizado por la producción de
citoquinas, IL-1, IL-2, TNFct y y-interferón, contribuyen a la síntesis de estas proteinas tiólicas
intracelulares que constituyen una defensa frente a especies reactivas de oxígeno y nitrógeno,
tóxicas para la célula.
La administración experimental, ya sea de un agente irritante, carragenina, o infeccioso,
ACF tiene diferentes acciones sobre la concentración de estos elementos. El Cu está aumen-
tado en los dos casos, aunque de forma más prolongada con el ACF, mientras que el Zn sólo
se ve afectado por la administración del ACF, es decir por la administración de un agente
infeccioso, y no por un irritante. La asociación de los dos agentes aumenta significativamente
las concentraciones de Cu y disminuye las de Zn respecto al lote control (AC9, principalmen-
te en el lote ACF/14, poniendo de manifiesto según lo indicado en la bibliografia la instauración
de un proceso artrítico.
Basándonos en los resultados obtenidos anteriormente con el estudio del proceso artrítico
experimental, se elige como modelo para la determinación de la actividad antiinflamatoria,
tanto aguda como crónica, de los extractos orgánicos de S. cbloflg¡fOlid, el modelo de artritis
crónica inducida en ratas Wistar machos por administración de carragenina 14 días despúes
de la inoculación con ACF (lote ACF/14).
La inflamación aguda la podemos dividir en dos etapas, la primera abarcarla las primeras
horas del proceso (3-7 horas), en este periodo la indometacina (sustancia inhibidora de la
ciclooxigenasa, utilizada como referencia) tiene una actividad superior a la de los extractos, sin
embargo, en una segunda etapa (24-72 horas) el extracto más activo es el acetato de etilo,
ejerciendo una inhibición de la inflamación dosis dependiente. El extracto hexánico también
tiene una potente acción antiinflamatoria, aunque esta manifestación es más tardía. El máxi-
mo de inhibición de la inflamación plantar crónica se produce a los 21 días desde la adminis-
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tración de carragenina para el extracto AcEt, hexano y metanol, siendo también el acetato de
etilo el más activo.
En relación a la inflamación articular el extracto AcEt, como ocurría en los casos anterio-
res, es el más activo, comportándose también de forma dosis dependiente. En esta medida de
inflamación crónica el metanol tiene una ligera actividad en el día 29 desde el comienzo de la
enfermedad,
Como consecuencia de la inhibición del proceso por acción de algunos de los extractos
ensayados, se produce una mejora del proceso patológico de los animales afectados, en ma-
yor grado, cuanto más activo sea el extracto. Según este razonamiento también podrían tener
lugar modificaciones a nivel sistémico de los parámetros que se ven afectados por procesos
artríticos, variación del peso corporal y concentración de Cu y Zn.
Como era de esperar el extracto más activo en los tres parámetros medidos, el AcEt a las
dos dosis lSOmg/Kg y 300mg/Kg, es el que da lugar a una mayor ganancia de peso corporal,
llegándose a obtener valores próximos a la normalidad con la dosis superior en el día 29 de
enfermedad. Con respecto a la modificación en la concentración de oligoelementos, en el
caso del Cu el extracto AcEt, metanol y hexano, los más activos en la inflamación plantar
tanto aguda como crónica, reducen los niveles hasta los valores normales e incluso inferiores
en el caso del extracto AcEt. La indometacina no ejerce ningun efecto en este sentido,
Con la concentración sérica de Zn ocurre lo mismo, el extracto AcEt a las dos dosis y el
metanol, logran aumentar los niveles de Zn disminuidos en procesos inflamatorios hasta valo-
res normales en el día 29 de enfermedad. En este caso la Indometacina tiene efecto en el día
29 donde los valores detectados de Zn en suero son los que se obtienen para ratas normales.
La utilización de bioensayos dirigidos a caracterizar una determinada actividad farmacológica,
permite en primer lugar, prescindir inicialmente de un elevado número de animales y ahorrar
tiempo en el desarrollo de la Investigación, y en segundo lugar, aislar moléculas con la misma
actividad, desde el mismo material. Teniendo en cuenta los resultados «In vivo”, se realiza de
forma paralela los bioensayos para detectar moléculas inhibidoras de la liberación de PGs o de
LTs, en concreto PESE2 y LIC4, utilizando en ambos casos los anticuerpos cedidos amable-
mente por el Dr 1<. Brune de la Universidad de Erlangen-Ntirnberg. Se pretendió de esta
manera contrastar los resultados de los modelos «in vivo” con otros test «in vitro», realizando
las determinaciones por inmunoensayo,
Las dosis ensayadas son las reseñadas en la bibliografía para este tipo de ensayos (Bickel,
D. et cl. 1994>, modificandolas en función de la toxicidad celular que muestran los distintos
extractos. Inicialmente se utilizan unas dosis de
200pg/ml y 8Opg/ml, los extractos hexano y
DCIMe resultaron tóxicos a la concentración superior, utilizando para ellos una concentración
inferior de 4Opg/ml. Todos los extractos, excepto el metanólico, alcanzaron unos porcentajes
de inhibición de la liberación de PESE
2 a la dosis superior, similares a los obtenidos con la
indometacina. En relación a la inhibición de la síntesis de LTC4 los extractos más activos
fueron el AcEt y el hexánico.
Tanto para la PESE2 como para el LIC4 la reducción considerable de la dosis para los
extractos activos, no implica una disminución relevante de la actividad.
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Los resultados obtenidos, tanto por el modelo «in vivo» como por el bioensayo son coinci-
dentes, permitiéndonos este último además tener una cierta idea del mecanismo de acción de
los compuestos contenidos en ellos. El fraccionamiento cromatográfico es biodirigido, es de-
cir, las fracciones obtenidas de los distintos procesos de aislamiento son sometidos a un estu-
dio de actividad antiinflamatoria, continuando la separación sólo con aquellas que presenten
actividad frente a la inhibición de PESE2 o LIC4.
El extracto de partida es el AcEt, puesto que manifestó los mejores resultados en la inhibi-
ción de la inflamación tanto «in vivo» como «in vitro”, El extracto total se somete a una
cromatografía de adsorción flash, a partir de la cual se obtiene 6 fracciones, en las que se
determina la actividad antiinflamatoria, utilizando el modelo de inflamación aguda por
carragenina en ratón y la inhibición de la síntesis de eicosanoides, Todas las fracciones excep-
to la primera, mostraron una inhibición de la inflamación aguda a las 72 horas de aproxima-
damente un 30%, las dosis utilizadas con las fracciones fueron de 25mg de extracto seco/Kg
de animal,
En relación a la inhibición de Ja liberación de elcosanoides, las fracciones 3, 4, 5 y 6
alcanzaron un % de inhibición de la liberación de PESE2 similares a Ja indornetacina, mientras
que las más activas en relación a la liberaciónde LIC4 fueron la fraccIón 4 y la fracción 6, sólo
superando esta última los valores alcanzados por la sustancia de referencia, NDGA. Las frac-
clones 4 y 5 son las más tóxicas, dando lugar a la lisis de los macrófagos del cultivo, a la dosis
superior ensayada de SOpg/ml.
El siguiente paso en la separación de principios activos es el fraccionamientode las fraccio-
nes 2, 3, 4, 5 y 6, ya que todas ellas fueron activas en todos o algunos de los test utilizados.
Las fracciones 2, 4, 5 y 6 se sometieron a una separación cromatográfica en función de los
pesos moleculares de los compuestos que forman la muestra, cromatografía de exclusión con
sephadex LI-l-20, obteniéndose las fracciones 2c, Ea y 6c correspondientes a compuestos
puros, identificados posteriormente mediante técnicas de RMN de ‘U y ‘
3C como herniarina,
esculetina y escopolina respectivamente. La primera fue descrita con anterioridad en 3.
oblongijolio por De Pascual, 1. et al. en 1983, mientras que la esculetina y escopolina se
describen por primera vez en el género y la especie,
La purificación de otras subfracclones de la columna de sephadex, se realiza mediante
cromatografía flash, utilizando como fase móvil una mezcla de cloroformo-metanol, a partir
de la cual se obtienen 3 fracciones, 4b,, 4c> y Sc
2 que se corresponden con los compuestos
puros apigenina, luteolina y quercetina respectivamente. Apígenina y luteolina habían sido
descirtas con anterioridad 8. c/iamaecyparissus (Adzet, T, et al, 1973; Becchi, M. eta!, 1976;
Flamini, ES, eL al. 1994), describiéndose por primera vez en la especie. La quercetina tampoco
se había identificado anteriormente en la especie ni en el género.
La fracción 3, por presentar distintas características cromatográficas a las anteriores, se
sometió a una MPLC como método de fraccionamiento, aislando en una de las subfracciones
la escopoletina, aislada por Maqua, MP. et al, en 1988 en la especie 3, rnsmarlntfofla,
subespecie rosmarinifolia, e idemtificada por primera vez en la especie.
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De los compuestos flavónicos aislados, la luteolina es la que manifiesta mayor toxici-
dad para los macrófagos peritoneales de ratón, produciendo la muerte celular a concentracio-
nes cercanas a los 100pM, mientras que la quercetina y apigenina no alteran la viabilidad
celular a esas concentraciones.
lodos estos compuestos son capaces de inhibir, a las concentraciones ensayadas, la libera-
ción de PESE2 en las condiciones de la experiencia, manifestando el siguiente orden de activi-
dad: luteolina > apigenina > quercetina, esta última y a la menor concentración ensayada es
capaz de inhibir la secreción de PESE2 con una potencia similar a la indometacina (clásico
inhibidor de la ciclooxigenasa>.
Estas moléculas son capaces de inhibir la síntesis del péptido leucotrieno LTC4 en los
cultivos estimulados con ionóforo de calcio. En esta inhibición son también las flavonas las que
presentan mayor actividad que el flavonol. El orden de actividad observado corresponde a
apigenina > luteolina » quercetina, no presentando la quercetina actividad a la dosis más
baja ensayada.
Los flavonoides son moléculas dotadas de propiedades redox, caracterizadas por tener un
potencial no siempre bien establecido, y que podría explicar muchas de las participaciones de
estas moléculas en procesos fisiopatológicos inflamatorios (Bors, W. et al. 1995). Son capa-
ces de modular el metabolismo del ácido araquidónico de las membranas celulares, actuando
sobre los radicales peroxilos formados (impiden la peroxidación lipídica enzimática), o bien
inhibiendo algunade las oxidasas responsables de su metabolización, la ciclooxigenasa, que es
la responsable de la generación de PGs, o las lipoxigenasas (5-LO, 12-LO, 15-LO), bien sea
por un mecanismo redox propiamente dicho o por acción quelante del hierro.
La inhibición de estas enzimas por las tres moléculas aisladas ha sido caracterizada suficien-
temente en la bibliografía consultada tanto «in vitro» (Moroney, MA. eta). 1988; Wagner, H.
1989; Laughton, M.J. et al. 1991) como «in vivo’> (Alcaraz, Mi, eL al. 1988; Ferrandlz, ML.
eL al. 1991>, en estos últimos modelos cabe reseñar la inhibición del edema en oreja de ratón
con aceite de croton que produce la fracción flavónica de la Chamornllla recutita L., su
actividad es debida fundamentalmente a la apigenina y a la luteolina, de ellas la más activa es
la luteolina, manteniendo sus efectos 18 horas después del tratamiento.
Respecto a la inhibición de la primera enzima que origina ácido araquidónico a partir de
fosfolípidos de membrana, la fosfolipasa A2, la quercetina se comporta como un inhibidor
selectivo de la PLA2 del grupo III (Lindahí, M. eL al. 1993).
Los flavonoides son polifenoles vegetales que han demostrado ser eficientes captadores de
radicales libres, protegiendo las defensas antioxidantes del organismo y eliminando especies
radicalarias que agravan los procesos inflamatorios, comportándose como inhibidores de la
peroxidación lipídica no enzimática, catadores de radicales hidroxilos y superóxidos.
El requisito estructural para ser eficientes captadores de radicales libres, es el doble enlace
2-3 y el grupo catecol en el anillo A o B. Tanto la luteolina como la quercetina tienen estos
requisotos estructurales, por lo que además son agentes quelantes de Fe~~’ y ~ dificultan-
do de ese modo reacciones tipo Fenton.
En general, hasta lo visto, los flavonoides son buenos Inhibidores enzimátícos, podríamos
resaltar la inhibición de la glutation reductasa, que aumenta de esa forma la defensa antioxidante
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(Elliot, A,3. et al. 1992>, el mecanismo de inhibición de la glutation reductasa por flavonoldes
es complejo y puede tener componentes oxigeno dependientes y oxigeno independientes.
Muchos flavonoides van a modificar la respuesta Inmune a determinados agentes, la mayor
parte aceleran los procesos de fagocitosis, suprimen, no sólo, las respuestas celulares y
humorales, sino también el desarrollo de memoria Inmunológica después de la presentación
del antígeno. Los requisitos estructurales para el desarrollo de la actividad inmunosupresora
parecen ser el doble enlace en posición 2-3 y grupo carbonilo en posición 4 (Kim, C,3 et al,
1991). Muchos de ellos inhiben la migración de leucocitos al foco Inflamatorio, aunque la U
quercetina estimula ligeramente esta migración (Kenny, M.T.. eL al, 1990>.
Los flavonoides se van a comportar en algunos casos como moduladores de las señales de
transducción celular, disminuyendo en algunos casos la entrada de calcio al interior de la
célula; algunos son inhibidores de la fosfodiesterasa dependientede AMPc y otros son inhibidores
de la protein-kinasa C,
Las cumarinas aisladas ensayadas a las dosis de 100pM y 5OiaM, no presentan toxicidad
para los cultivos de macrófagos peritoneales de ratón. Todos estos compuestos son capaces
de inhibir a las concentraciones ensayadas la liberación de PESE2, manifiestando el siguiente
orden de actividad: escopoletin> escopolina> esculetina > herniarina. Todas ellas presentan
una potencia de inhibición de la liberación de PESE2 similar a la sustancia de referencia
indometacina, exceptuando la herniarina y la escopolina a las dosis más bajas.
Respecto a la inhibición de la síntesis del péptido leucotrieno LIC4 por parte de estos
compuestos, sólo es significativa para la esculetina y escopolina a la dosis mayor.
Los efectos de las cumarinas sobre el metabolismo del ácido araquldónico están bien esta-
blecidos (Neichi, 1. eL al. 1983; Klmura, Y. eL al. 1985>, paraque se produzca la Inhibición de
la 5-LO se necesita un grupo o-hidroxilo en la molécula, por otra parte la introducción de un
grupo lipofílico por ejemplo la sustitución de un OH por un metoxilo, o la unión a un azucar
por uno de los grupos OH, supone la pérdida de la Inhibición enzimática (Hould, J.R.S. eL al.
1994).
Las cumarinas inhiben la 5-LO y/o la CO, pero en general no inhiben las dos en paralelo,
implicando que su actuación es más a nivel de la fosfolipasa A2. Las cumarinas tienen efectos
mínimos en dos fosfolipasas secretoras extracelulares, PLA2 de Naja-Naja y PLA2 recombinante
sinovial humana, y aunque estos resultados no son aplicables a la fosfolipasa A2 citosólica
responsable de la liberación específica del ácido araquidónico, sugieren que los compuestos
cumarinicos probablemente no tengan como objetivo prioritario esta enzima.
Las cumarinas son sustancias que modifican las defensas antioxidantes del organismo sus
propiedades en este campo se han puesto de manifiesto en preparados enzimáticos y en
cultivos celulares <Payá, M. eL cl, 1994), algunas como la esculetina son inhibidores de la
peroxidación lipidica, pudiendo actuar como prooxldante, estas propiedades se deben funda-
mentalmente a la capacidad para quelar Fe, elemento implicado en la peroxidación lipídica
como donante de electrones en sistemas redox. La escopoletina y la herniarina son inactivas
respecto a la peroxidación lipídica. Con respecto a la inhibición o captación de radicales
hidroxilos, la herniarina y la escopoletina se comportan como captadores, siendo la primera
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inactiva y la segunda ligeramente activa en la generación de radical superóxido (Payá, M. et al.
1992).
De todas las moleculas aisladas, no se ha encontrado ninguna referencia bibliográfica res-
pecto a la escopolina, cuyo mecanismo de acción se estudia en estos momentos. Con respec-
to a la inhibición de la liberación de LIC4 a que da lugar en cultivos de macrófagos peritoneales
de ratón, se podría explicar por un mecanismo de actuación bien a nivel de PLA2 (tanto la via
de la 5-LO como de la CO están inhibidas en potencia similar) o bien a nivel de inhibición de
glutation S-transferasa, enzima responsable de la formación del LIC4 (glutation leucotrieno)
similar a como ocurre en algunos flavonoides (Merlos, M, eL al, 1990), ya que es una molécula
derivada de la á-pirona sin ningún grupo dihidroxílico, característicos de la actividad inhibidora
de la 5-LO.
1.
Sa,,toii,u¡ ob.íong¿jólia Ro/ss.
w1..- Las dos razas de ratones utilizadas, Swiss y DBA/1, presentan distinta susceptibilidad a
la carragenina. La respuesta inflamatoria es mayor en DBA/1, prIncipalmente cuando se
administra el agente irritante 14 días después del adyuvante.
La asociación de carragenina y adyuvante supone, sólo en los ratones de Ja raza DBA/1,
un incremento de la inflamación crónica. En las dos razas se demuestra histológicamente una
alteración de la membrana sinovial que no se observa en los lotes tratados sólo con carragenina
o adyuvante.
2.- En las ratas Wistar, poco susceptibles a la artritis por adyuvante, se consigue agravar y
prolongar el proceso artrítico cuando se adminlstra un agente irritante <carragenína) 14 días
después de la administración de! adyuvante, quedando demostrado a nivel articular, histológico
y sistémico.
3.- De los extractos de SanLaUna obmongljallo ensayados en este último modelo los más
activos fueron: el acetato de etilo y el hexano en la fase aguda y el acetato cJe etilo, metanol y
hexano en la fase crónica,
4.- La medida, en bioensayos con cultivos celulares, de la inhibición de la liberación de
eicosanoides por parte de los extractos> fracciones y compuestos aislados de San talma
ablongljaita , se establece por primera vez en nuestro Departamento, utilizando> para su
determinación ensayos Inmunoenzimáticos. Los resultados han sido óptimos y coincidentes
con los modelos «in vivo’ permitiendo, además de un ahorro de animales, de muestras y de
tiempo, una aproximación a su mecanismo de acción,
5.- Del extracto acetato de etilo, uno de los más activos, se han aislado e identificado por
resonancia magnética nuclear de protón y carbono, tres compuestos flavónicos: luteolina
(5,7,3’,4’ tetrahidroxiflavonol>, aplgenina (5,7,4 trihidroxiflavona) y quercetlna (5,7,3’,4’
tetrahidroxiflavonol>, aisladas todas ellas por primera vez en la especie, siendo la primera vez
que se identifica quercetina en el género.
Se aislan también cuatro compuestos cumarinicos: herniarina (7 metoxicumarina>, aislada
en 1983 en esta especie, escopoletlna (7 hidroxi, 6 metoxicumarina), esculetina (6,7
dihidroxicumarina> y escopoletina <6 metoxi 7 glucosilcumarina) ais]adas por primera vez la
especie, siendo (a primera vez que se identifican en el género tanto la esculetina como la
escopoletina.
Los compuestos fiavónicos InhitEn tanto la lUnación de POE2 como de LTC4. En relación
a las cumnarinas, todas inhiben la liberación de PESE2 y sólo la esculetína Y la escopóletina
inhi~n la lilieración de LTC4,
x.
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